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A Einleitung

A.l Bedeutung der Leukotriene

Entdeckung der Leukotriene

Im Jahre 1938 wurde von Feldberg und Kellaway die Bezeichnung ,,slow reacting substance*
(SRS) fiir eine Stoffgruppe eingefiihrt, die zu einer langsam einsetzenden, lang anhaltenden
Kontraktion der glatten Muskulatur fiihrte. Dies lie} sich erstmals im Rahmen eines Versuchs
bestitigen bei dem ein Perfusat der Meerschweinchenlunge mit Kobragift behandelt wurde
(Feldberg und Kellaway 1938). 1960 bezeichnete Brocklehurst diese Substanz als ,,slow reac-
ting substance of anaphylaxis* (SRS-A), da sich zeigte, dass sie in der Bronchiallavage von
Asthmatikern nach Allergenexposition nachweisbar war und eine stark bronchokonstriktori-
sche Wirkung zeigte (Brocklehurst 1953; Brocklehurst 1960). Man schrieb bereits damals der
SRS-A eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie des Asthmas und anderer typischer
hypersensitiver Sofortreaktionen zu (Austen 1978; Brocklehurst 1962; Kellaway und
Trethewie 1940; Orange und Austen 1969).

Die Aufklarung der Struktur der SRS-A wurde dadurch erschwert, dass nur wenig Reinsub-
stanz fiir Versuche zur Verfiigung stand. Strandberg konnte die Struktur schlielich iiber UV-
Absorption als eine polare, schwefelhaltige Fettsdure charakterisieren (Strandberg und Uvnis
1971). Durch intensive Erforschung der chemischen Eigenschaften der SRS-A gelang es Mor-
ris im Jahre 1978 die SRS-A iiber die HPLC in verschiedene Einzelkomponenten zu trennen
(Morris et al. 1978). Ein Jahr spéter postulierten Borgeat und Samuelsson, dass es sich bei der
SRS-A um eine Verbindung aus 5-Hydroxy-7,9,11,14-Eicosatetraensidure und einem Cystein-
rest am Cg-Kohlenstoff handeln miisse und bezeichneten diese Substanz als Leukotrien Cy4
(Borgeat und Samuelsson 1979 a; Murphy et al. 1979). Spitere Versuche mit RBS-Zellen (rat
basophilic leukemia cells) zeigten jedoch, dass nicht LTC,4, sondern ein anderes Leukotrien,
nimlich LTDy, die Hauptkomponente der ,,slow reacting substance* darstellt (Orning et al.
1980). Die Amonisdureanalyse ergab, dass LTD4 eine Aminosédure, nimlich Glutamin, weni-
ger enthielt als LTC,4. Die genaue chemische Struktur von LTC4 wurde 1980 von Corey auf-
geklart, durch Biosynthesestudien mit Mastozytomzellen (Corey et al. 1980). Die urspriing-
lich als SRS-A bezeichnete Substanz wurde als ein Gemisch von LTB4, LTC4, LTD4 und



LTE, identifiziert (Borgeat et al. 1979 b; Borgeat et al. 1979 d; Murphy et al. 1979; Orning et
al. 1980).

Fiir die gesamte Gruppe der SRS-A Substanzen (LTC,4, LTD4, LTE4 und LTF,) und LTB4
fiihrten Borgeat und Samuelsson 1979 den Begriff der ,,Leukotriene* ein. Dieser Ausdruck
wurde gewdhlt, da die Substanzen primér in Leukozyten gefunden wurden und eine Trien-
gruppe enthalten (Samuelsson et al. 1979). Die Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE, werden
unter dem Begriff Cysteinyl-Leukotriene (auch Cys-Leukotriene) zusammengefasst. Die
Gruppe der Leukotriene LTB4-LTF,; werden im Bezug auf ihre Wirkung in zwei Gruppen
eingeteilt, das Leukotrien B4 und die Cysteinyl-Leukotriene LTC4-LTF,.

Bis heute ist das Interesse an diesen Substanzen sehr grof3, da sie bei verschiedenen Erkran-
kungen eine wichtige Rolle spielen, wie zum Beispiel dem allergischen Asthma (Severien et
al. 2000), der allergischen Rhinitis und allgemein bei entziindliche Erkrankungen (Kohi et al.
1990). Leukotriene greifen an G-Protein gekoppelten Rezeptoren an.

Durch das chemotaktisch wirkende Leukotrien LTBy4, wird eine Infiltration der Leukozyten
ins Gewebe ausgelost (Dahlén et al. 1980) und somit ist es bei sdmtlichen entziindlichen Er-
krankungen wie zum Beispiel auch der Psoriasis und Colitis Ulcerosa beteiligt (Drazen Aus-
ten 1974; Ford-Hutchison 1980/1990; Lindberg et al. 1998; Nielsen et al. 1991; Wurm et al.
2001). Es aktiviert Entziindungszellen, stimuliert die Produktion einiger pro-inflamatorischer
Mediatoren und Zytokine, fordert die Ausschiittung von lysosomalen Enzymen, Superoxid-
Radikalen in Neutrophilen und Hydrogenperoxid in menschlichen Monozyten. Ebenso ist eine
Aktivierung der NADPH-Oxidase in menschlichen Eosinophilen moglich (Mansour und Agha
1999).

Wihrend die Hauptquelle der LTB4-Synthese die Neutrophilen sind, werden die Cys-
Leukotriene hauptsédchlich in den Mastzellen gebildet (Wallace und Ma 2001). Die Cysteinyl-
Leukotriene wirken vor allem als starke Vasokonstriktoren und verursachen eine starke bron-
chiale Hyperreagibilitit (Michelassi et al. 1982). Diese Eigenschaften der Hyperreagibilitit
unterstreichen auch die Rolle der Cysteinyl-Leukotriene in der Pathophysiologie des Schock-
geschehens (Hagman et al. 1985; Hock et al. 1984). Die durch Cys-Leukotrien induzierte
Bronchokonstriktion ist sehr viel ausgepriagter und hélt langer an, als die Bronchokonstriktion
nach Gabe von Histamin, Bradykinin oder Prostaglandin,,. Diese Beobachtungen machen
deutlich, dass die Leukotriene von groBer Bedeutung bei humanem Asthma bronchiale sind
(Borgeat und Samuelsson 1979 c; Orange und Austen 1975). In weiterfithrenden Versuchen
konnte im Vergleich mit Histamin fiir LTC,4 eine um den Faktor 400-5000 erhohter Wirksam-
keit festgestellt werden (Kragballe und Voorhees 1983; Wedi und Kapp 2001).



Dariiber hinaus sind die Cys-Leukotriene auch bei allgemeinen Koronararterienerkrankung,
dem Herzinfarkt und Koronararterienspasmen von Bedeutung (Burke et al. 1982; Kamohara
et al. 2001; Letts und Piper 1982; Roth und Lefer 1983; Sinzinger et al. 1986). Nach heutigem
Kenntnisstand wird angenommen, dass die Leukotriene zum Beispiel auch bei den Er-
krankungen ARDS (adult respiratory distress syndrom), rheumatoider Arthritis, Morbus
Crohn sowie dem anaphylaktischen und endotoxinen Schock eine Mediatorrolle spielen
(Ford-Hutchinson 1985; Goetzl et al. 1984; Hagmann et al. 1985).

Seit April 1998 ist in Deutschland der Wirkstoff Montelukast als erster Leukotrien-Rezeptor-
Antagonist (cys-LT;) auf dem deutschen Arzneimittelmarkt unter dem Namen Singulair® ver-
fligbar. Zugelassen ist der Arzneistoff fiir die Indikation des leichten bis mittelgradigen chro-
nischen Asthmas. Verwendet wird es als Zusatzbehandlung, wenn das Asthma mit einem in-
halativen Glucocorticoid nicht ausreichend behandelt und es durch die bedarfsweise Anwen-
dung von kurz wirksamen [3,-Sympathomimetika nicht ausreichend unter Kontrolle gebracht

werden kann.

Chemie und Biochemie der Leukotriene

Leukotriene sind Oxidationsprodukte der mehrfach ungesittigten Arachidonsiure, deren ge-
meinsames Merkmal eine dreifach konjugierte Doppelbindung ist (Samuelsson und Borgeat
1979; Samuelsson und Hammerstrom 1980). Sie werden gemil3 der Reihenfolge ihrer Entde-
ckung mit den GroBbuchstaben A-F gekennzeichnet. Die Anzahl der Doppelbindungen im
Fettsdurerest wird durch einen tiefgestellten Zahlenindex angegeben.

Man teilt die Leukotriene in zwei Gruppen, zum einen die Monohydroxyderivate (LTCy,
LTD,, LTE,4 und LTF,) deren Triengruppe sich an den C;- bis C;;-Atomen befindet. Sie sind
zudem am Cg-Atom iiber eine Sulfhydrylgruppe mit unterschiedlichen Peptiden substituiert.
Die zweite Substanzgruppe enthélt das Dihydroxyderivat (LTB4) der Arachidonséure, dessen
Triengruppe an den Ce- bis Cjp-Atomen lokalisiert ist.

Die Arachidonsidure, bereits seit langem als Priakursor fiir die Biosynthese der Prostaglandine
und Thromboxane bekannt (Borgeat et al. 1976; Hansson 1983; Samuelsson et al. 1978)
kommt nur in geringen Mengen frei in der Zelle vor. Der grof3te Teil ist an Phospholipide der
Zellmembran gebunden, wie zum Beispiel an Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylserin oder Phosphatidylinositol (Samuelsson 1982; Yaman et al. 1999). Wihrend
einer Stimulation der Zelle wird Arachidonsédure, katalysiert durch eine calciumabhingige

Phospholipase A, aus den Membran-Phospholipiden freigesetzt (Dennis 1997; Bosch 1980).



Als weitere Quelle fiir die Entstehung der frei vorliegenden Arachidonsdure steht Diacyl-
glycerin zur Verfiigung, aus der Arachidonsidure durch die Diacylglyceryl-Lipase freigesetzt
wird (Borgeat 1979 a). Die Stimulation der Zellen kann auf verschiedene Weise, zum Beispiel
durch Entziindungsstimuli, immunologische Stimuli oder auch durch ein Calcium-Ionophor
erfolgen (Bonney et al. 1979; Stenson und Parker 1979).

In Abbildung 1 ist die Entstehung der Leukotriene aus der Arachidonsédure schematisiert. Die
5-Lipoxygenase katalysiert die Reaktion, bei der die Arachidonsdure mit Hilfe des FLAPs
(five lipoxygenase activating protein) (Hatzelmann et al. 1994; Miller et al. 1990; Rouzer und
Samuelsson 1985) in die instabile 5-Hydroperoxy-Eicosatetraensidure (5-HPETE) {iberfiihrt
wird (Shimizu et al. 1984). Die 5-HPETE hydrolysiert spontan zu 5-HETE oder wird enzy-
matisch durch eine LTA-Synthetase in das instabile Epoxid LTA4 umgewandelt (Borgeat und
Samuelsson 1979 d; Jakschik et al. 1980; Jakschik et al. 1985).

Das so entstandene instabile Epoxid LTA4 wird entweder durch eine cytosolische LTAy-
Hydrolase in LTB, iiberfiihrt, indem am Cj,-Atom eine Hydroxylierung stattfindet oder durch
die membrangebundene LTC4-Synthetase in LTC,4, indem an das Ce-Atom ein Glutathion-
molekiil gebunden wird (Jakschik et al. 1982; Yoshimoto et al. 1990). Die spontane, nicht
enzymatische Hydrolase von LTA, fiihrt zu biologisch inaktiven Stereoisomeren des LTB, (6-
trans-LTB,4 und 6-trans-12-epi-LTB,) (Samuelsson 1983 a).

Aus LTC, entsteht durch weitere Metabolisierung LTD,, indem eine Glutamyltranspeptidase
die Aminosdure Glutaminsdure aus LTC, abspaltet. Aus LTD4 wiederum leitet sich durch
Abspaltung des Glycinmolekiils (durch eine Aminopeptidase) LTE, ab. LTF, entsteht durch
Anlagerung einer Glutaminsédure an das Cystein des LTE,4 (Samuelsson 1983 b).

Wihrend LTC,4 und LTD, fast gleich aktiv sind, geht bei der Umwandlung in LTE, ein Teil
der biologischen Aktivitit verloren (Lewis et al. 1981; Samhoun et al 1989). Bei Studien iiber
die Fahigkeit zur Kontraktion der glatten Muskulatur nimmt die biologische Aktivitdt in der
Reihenfolge LTC4 > LTD4 > LTE4 > LTF, ab (Samuelsson 1983 a).

Der Abbau der Cysteinyl-Leukotriene erfolgt durch Peroxidation zu Sulfoxiden und Sulfo-
nenen (Goetzl 1982; Lee et al. 1982). Die Inaktivierung von LTB,4 vollzieht sich durch ®-
Oxidation zu 20-OH-LTB4 und durch eine Carboxylierung zu 20-COOH-LTB, (Hansson et
al. 1981; Powell 1984). AuBer der Arachidonsidure konnen auch Eikosatrien- (C20:3, n-6)
oder Eikosapenteaensduren (C20:5, n-3) als Substrat fiir die Lipoxygenase verwendet werden.
Es entstehen dann die viel selteneren Leukotriene mit insgesamt 3 bzw. 5 Doppelbindungen

(Jakschik 1985).



Synthese der Leukotriene
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Bestimmungsmethoden der Leukotriene

Fiir die Gruppe der Leukotriene stehen verschiedene Bestimmungsmethoden zu Verfiigung.
Am hiufigsten werden die Chromatographie (z.B. Hochdruckfliissigkeitschromatographie
HPLC) und Immunoassays, hier speziell der Radio- bzw. Enzym-Immunoassay, sowie eine
Kombination beider Methoden angewendet. Eine weitere Alternative fiir die Bestimmung der
Cys-Leukotriene ist die Kombination von Gas-Chromatographie (GC) Massenspektrometrie
(MS). Diese Methoden werden im Folgenden kurz dargestellt.

Die HPLC ist eine chromatographische Methode, bei der die Trennung der Zielsubstanzen
iber ein Verteilungsgleichgewicht zwischen einer fliissigen mobilen und einer festen statio-
ndren Phase erreicht wird. Im Zusammenhang mit der Bestimmung der Leukotriene wird
vorwiegend die Umkehrphasenchromatographie eingesetzt. Als stationdre Phasen kommen
hierbei mit Alkylketten veresterte, silanisierte Kieselgele zum Einsatz, so dass eine hydropho-
be apolare Oberfldche entsteht (Koller et al. 1985; Kumlin 1997; Lewis et al. 1981; Raulf et
al. 1986). Die verwendete polare mobile Phase besteht meist aus Gemischen von Wasser und
mit Wasser mischbaren organischen Losungsmitteln (Methanol, Acetonitril, Ethanol u. a.).
Stoffe, die eine hohere Affinitdt zur mobilen Phase besitzen (polare hydrophile Stoffe), wer-
den zuerst von dieser eluiert. Stoffe, die eine hohere Affinitdt zur stationdren Phase haben
(apolare hydrophobe Stoffe), werden ldnger an diese gebunden und erst spéter von der mobi-
len Phase herausgelost. So werden die Analysensubstanzen je nach physikalischer und chemi-
scher Beschaffenheit adsorbiert, nach unterschiedlicher Zeit eluiert und konnen dann an Hand
der Retentionszeit identifiziert werden. Die einzelnen Cysteinyl-Leukotriene werden durch
ihre verschiedenen Aminosdurereste getrennt eluiert.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Leukotriene sind die Immunoassays. Bei ei-
nem Radioimmunoassay (RIA) ist auf Grund der radioimmunologischen Markierung der zu
bestimmenden Substanz nach einer immunologischen Reaktion eine Auswertung iiber die
unterschiedliche  Radioaktivitit der gebildeten Produkte moglich. Bei einem
Enzymimmunoassay (EIA) hingegen findet die Quantifizierung auf Grund einer reinen En-
zymreaktion statt. Hdufig wird in der Literatur die Bestimmung der gesamten Cys-
Leukotrienemenge beschrieben. Vereinzelt werden auch Methoden genannt, bei denen nur das
Leukotrien C4 bestimmt wird (Chavis et al. 1997; Thien et al. 1993; Zakrzewski et al. 1989).
Eine Bestimmung der einzelnen Cys-Leukotriene (LTC4, LTD4 und LTE,) in einem Assay ist
nicht beschrieben. Um die Selektivitit der beschriebenen Leukotrienbestimmung zu verbes-

sern ist es moglich eine HPLC-Methode mit einem Immunoassay in Reihe zu schalten. Bei



der Trennung der Cys-Leukotriene wird die HPLC {iiblicherweise sowohl mit RIAs als auch
mit EIAs gekoppelt.

Die Gas-Chromatographie (GC) ist wie die HPLC eine chromatographische Methode zur
Trennung von Stoffgemischen. Ohne Gefahr einer Zersetzung werden verdampfbare Substan-
zen direkt ins chromatographische System eingebracht. Ist dies nicht der Fall kann die Ziel-
substanz durch Derivatisierung mit einem geeigneten Reagens in eine fliichtige Verbindung
tiberfiihrt und auf diesem Wege bestimmt werden. In Bezug auf die Trennung von Leukotrie-
nen wird vorzugsweise die Adsorptionschromatographie (Gas-Fest-Chromatographie) ver-
wendet, wobei eine Siliciumséule die stationdre Phase bildet. Als Gasphase kommt zumeist
das Inertgas Helium zum Einsatz (Borgeat und Picard 1988; Johnson et al. 1999). Im Zuge
des analytischen Trennprozesses entsteht ein Verteilungsgleichgewicht zwischen der stationé-
ren und der mobilen Phase, welches die Verweildauer auf der Sdule und damit die Elutions-
zeit der einzelnen Substanzen bestimmt. Die Cys-Leukotriene werden meist zu einem soge-
nannten PFB-Ester (Pentafluorobenzyl-Ester) derivatisiert um eine fliichtige Verbindung her-
zustellen (Mathews et al. 1988; Wheelan und Murphy 1996).

Auch die Gaschromatographie wird hidufig mit einer weiteren Messmethode kombiniert, um
die Selektivitit der Messung zu erhohen. In den meisten Féllen handelt es sich hierbei um
einen Massenspektrometer (MS). Die Massenspektroskopie ist ein ionenoptisches Verfahren
zur Analyse der absoluten Massen und relativen Hiufigkeit von Isotopen. Sie beruht auf der
Eigenschaft elektrischer und magnetischer Felder, die Ionen hinsichtlich ihrer Masse und ki-
netischen Energie trennen. Auf Grund der unterschiedlichen ,,Schwere* der einzelnen Ionen
kommt es zu einer Quantifizierung der einzelnen Substanzen. Die Kombination GC-MS wur-
de 1991 erstmalig von Fauler zur Identifizierung des Leukotriens E4 im Urin durchgefiihrt
(Dawson und McGee 1990; Kajita et al. 1985; Tsikas et al. 1995; Tsikas 1998; Wainwright et
al. 1989).

A.2 Moglichkeiten der Stimulation, Bildung und

Freisetzung

e Stimulation mit Melittin
Melittin ist eines der drei wichtigsten wirksamen Peptide des Bienengiftes. Es ist aus 26 Ami-
nosiuren aufgebaut und macht etwa die Hilfte der Trockensubstanz des Giftes aus. Weitere

wichtige Bestandteile des Bienengiftes sind Apamin (Peptid), Phospholipase A, und Hyalu-



ronidase (Han et al. 2000; Liu et al 1999). Infolge seiner invertseifenartigen Struktur (die N-
terminalen 20 Aminosduren sind im Wesentlichen hydrophob, die restlichen hydrophil und
basisch) lagert sich Melittin in die verschiedensten biologischen Membranen ein. Die
Membranschiadigung fiihrt anschlieBend zu Kaliumfreisetzung, Zelltod, Mastzellenzerfall,
GefiBBerweiterung und damit zur typischen entziindlichen Reaktion (Forth et al. 1993).

Es gibt keine Erklirung zum mechanistischen Zusammenspiel von Melittin und
Membranlipiden. Melittin verursacht eine Reihe von unterschiedlichen Wirkungen an der
Membran wie hdmolytische Aktivitit, die Bildung von spannungsabhingigen Kanilen und
fiihrt zu einer doppelschichtigen Mizellenbildung (Kourie und Shorthouse 2000; Liu et al.
1999). Es stimuliert auch iiber G-Proteine die Proteinkinase C, die Phospholipase C und D. Es
stimuliert unspezifisch alle Entziindungsmediatoren, darunter auch die Leukotriene. So zeigt

sich, dass Melittin sehr vielfiltig auf die Zellfunktionen einwirken kann (Lee et al. 2001).

e Stimulation mit Anti-IgE-Antikorper

Die Klasse der IgE-Antikdrper wurde erstmals von Ishizaka beschrieben (Ishizaka et al.
1966). Die Grundstruktur eines Immunglobulins enthilt im Allgemein vier Polypeptidketten:
Zwei identische leichte Ketten (L-Ketten) und zwei identische schwere Ketten (H-Ketten).

Die IgE-Antikorper binden mit ihrem Fc-Fragment an die hochaffinen FceRI-Rezeptoren der
Mastzellen bzw. der basophilen Granulozyten. Nach der ,,bridging-Theorie® kommt es zur
Aktivierung und damit zur Degranulation der Zellen wenn ein Antigen, bzw. in diesem Ver-
such ein Antikorper gegen IgE, mindestens zwei der gebundenen IgE-Antikorper iiberbriickt
(Ishizaka et al. 1978). Uber ein guaninnukleotid-bindendes Protein (G-Protein) wird die Phos-
pholipase C aktiviert (Sandborg und Smolen 1988). Diese wiederum hydrolysiert Phosphati-
dylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol
(1,2-DG). Wihrend IP; internes Ca** mobilisiert, aktiviert 1,2-DG die Proteinkinase C (Ber-
ridge und Irvine 1984; Nishizuka 1984). Die erhohte intrazellulire Ca**-Konzentration fiihrt
nun zu einer Fusion der sekretorischen Granula mit der Zellmembran und schlieBlich zur
Exozytose von Histamin und anderer Entziindungsmediatoren. In der Folge beobachtet man

die Sekretion der neu gebildeten Leukotriene (Ring und Ahlborn 1987).
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Abb.2: Schematische Darstellung der allergen-IgE-bedingten Freisetzungsreaktion von Mastzellen

oder basophilen Leukozyten (Ring 1995).

Die Vorginge nach Uberbriickung der FceRI-Rezeptoren sind komplizierter als in diesem
Schema dargestellt (Knol et al. 1993). So ist zum Beispiel die erhohte Ca”*-Konzentration in
der Zelle nicht nur das Ergebnis von intrazelluldrer Freisetzung, sondern vor allem von extra-
zellulirem Einstrom. Es findet unter Abwesenheit von extrazellulirem Ca®* keine De-
granulation statt (Clegg et al. 1985; Foreman und Garland 1974; Knol et al. 1991; MacGlas-
ham et al. 1983).

e Stimulation mit Calcium Ionophor A23187

Bereits 1979 wurde von Borgeat und Samuelsson eine Aktivierung des Eikosanoidsystems
durch das Calcium Ionophor A23187 als Komplexbildener beschrieben (Borgeat und Sa-
muelsson 1979 d). Das Calcium Ionophor stimuliert die Synthese von LTB4, LTCy4, LTD4,
LTE4, 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE 5S und 12S-diHETE. Auch werden Cyj-oxidierte LTB4,
6-trans-LTB,4 Isomere (A6—trans LTB, 12—epi—A6—trans LTB,4), 20-OH LTB4 und 20-COOH-
LTBy, stimuliert (Hatzelmann et al. 1994; Salari 1986; Samuelsson 2000).
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Abb.3: Strukturformel des Calcium-lonophors A23187

Das Einwirken von A23187 als Komplexbildner fiihrt zu einem elektroneutralen Austausch
eines zweiwertigen Kations gegen zwei einwertige Kationen (z.B. Na*, K*) durch die biolo-
gische Membran. Das bedeutet, dass ein ausgeprigter Calcium-Einstrom durch die Zellwand
hindurch in den Intrazellularraum des PBL stattfindet. Es wird angenommen, dass zwei Mole-
kiile A23187 ein Ca**-Ion in einem Komplex binden und nun elektroneutral die Zellmembran

passieren.

2LH + M* o ML, + 2H*

(L: A23187; M?**: Mg** oder Ca®*; H: Wasserstoff)

In der Zelle wird Ca®* gegen Na* bzw. K* ausgetauscht. Hierauf steigt die intrazelluliire
Calciumkonzentration [Ca®*]; an, was zu einer voriibergehenden Hyperpolarisation fiihrt. Die-
ses bedingt einen K'-Ausstrom, bei gleichzeitigem Beginn eines Ca”*-Ausstroms. Eine da-
durch verursachte Anderung am Na'-Kanal fiihrt zum Einstrom von Na*-Ionen, die Membran
wird wieder depolarisiert (Braquet et al. 1985). Das nun erneut ladungsneutrale Molekiil
A23187 ist wieder membranpermeabel und verlisst die Zelle. (Deber und Pfeiffer 1976; Pfeif-
fer und Lardy 1976; Suzuki et al. 1989).
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A23187 stimuliert folglich die Zelle nicht durch direkten Angriff an der Membran, sondern
lediglich durch eine Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels. Diese Erhohung bewirkt
eine Aktivierung der calciumabhéngingen Enzyme, wie z.B. der 5-Lipoxygenase (Jaschik et
al. 1980; Parker und Aykent 1982) und der Phospholipasen (Boraman et al. 1984; Bosch
1980), was wiederum zur Bildung von Leukotrienen iiber die Arachidonsiure fiihrt (Conroy et

al. 1976; Stenson und Parker 1979).

A.3 Atopie

Coca und Cooke priagten im Jahre 1923 den Begriff ,,Atopie” fiir Allergien mit familidrer oder
genetischer Basis (Burgio 1982).

Mit dem Ausdruck ,,Allergie* bezeichnet man eine verdnderte Reaktionslage des Organismus
gegen bestimmte Substanzen (Allergene), d.h. der Organismus reagiert anders auf diese Stoffe
als frither. Dabei kann es sich um eine verstirkte (Hyperergie), verminderte (Hypoergie) oder
fehlende Reaktivitdt (Anergie) handeln. Im heute iiblichen Sprachgebrauch wird Allergie je-
doch nur noch im Sinne von Hyperergie benutzt und ist damit definiert als ,,spezifische Ande-
rung der Immunitiitslage im Sinne einer krankmachenden Uberempfindlichkeit*.

Der Begriff ,,Atopie* fasst heute die Neigung zu allergischen Erkrankungen wie atopischer
Dermatitis, Asthma bronchiale und allergischer Rhinokonjunktivitis zusammen. Er wird als
familiir auftretende Uberempfindlichkeit von Haut und Schleimhiuten gegen Umweltstoffe
definiert und héufig mit erhohter IgE-Bildung und/oder veridnderter pharmakologischer Reak-
tivitdt assoziiert (Burgio 1982; Melnik und Plewig 1991). Es wird davon ausgegangen, dass
viele primdre und sekundidre pharmakologische Vermittler der atopischen Reaktionen, die
auch gleichzeitig Neurovermittler sind, eine Rollen spielen. Charakteristika der Atopie sind
die Insuffizienz im Bereich der B-Rezeptoren, also im B-adrenergen System, sowie eine ge-
steigerte Empfindlichkeit der a-adrenergen Rezeptoren oder abnorme Reaktionen der Haut
auf Mediatoren des vegetativen Nervensystems (Riva et al. 1979). Wie jedes biologische Phi-
nomen ist auch die Atopie kein Alles-oder-Nichts-Geschehen. Bei Randerscheinungen, deren
Zuordnung fraglich ist, konnte man von ,Jatenter Atopie sprechen (Ring 1995). Allgemein
wird angenommen, dass die Mediatorfreisetzung der Regulation durch das System der cycli-

schen Nukleotide cAMP und cGMP, die als ,,second messenger* fungieren, unterliegt.
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Verinderte Reaktionsbereitschaft bei Atopikern

Bereits 1968 stellte Szentivanyi eine Theorie auf, die besagt, dass bei atopischen Erkrankun-
gen das Gleichgewicht des autonomen Nervensystems zugunsten der o-adrenergen Wirkung
verschoben ist. Als pathophysiologischen Mechanismus vermutete er eine Storung der Ex-
pression und/oder der Funktion von [,-Adrenozeptoren. Die aus der B-adrenergen Blockade
resultierende verminderte cAMP-Synthese fiihrt, laut Szentivanyi, zu einer erhohten Media-
torfreisetzung.

Diese These ist bis heute sehr umstritten und wurde zum Ausgangspunkt zahlreicher Studien,
so auch in unserem Arbeitskreis. Dabei zeigte sich eine verminderte Aktivitit und Funktion
der B,-Adrenozeptoren peripherer Leukozyten von Patienten mit allergischer Rhinokonjukti-
vitis in der akuten Jahreszeit (Bleise 1993; Haen et al. 1991/1992/1997; Réderer 1996). Mit
dem Nachlassen der Symptome waren die Verinderungen des [3,-Adrenozeptor/cAMP-Sys-
tems reversibel, wie sich in der symptomfreien Jahreszeit zeigte. Der basale intrazellulédre
cAMP-Gehalt blieb bei den Atopikern unabhingig vom Ausmall der Symptome konstant
niedriger im Vergleich zu den Kontrollen (Bleise 1993, Riderer 1996). Diese Ergebnisse ent-
sprechen einer Vielzahl von Studien aus anderen Arbeitskreisen. Dort wurden zum Teil an-
dere Zelltypen, wie Lymphozyten und Mastzellen, oder auch andere Erkrankungen, wie aller-
gisches Asthma und atopische Dermatitis untersucht (Sato et al. 1990; Szefler et al. 1991).
Unsere Arbeitsgruppe untersuchte auch, ob bei einer atopischen Veranlagung eine verinderte
Reaktionsbereitschaft der Mediator sezernierenden Zellen ein Zusammenhang besteht. Be-
trachtet wurde insbesondere eine verdnderte Freisetzungsfreudigkeit der peripheren Leuko-
zyten, d.h. deren Fihigkeit, priaformierte und/oder neu zu bildende Mediatoren freizusetzen
(Aurnhammer 1998). Weiter wurde der Zusammenhang zwischen Atopie und cAMP-System
untersucht (Goller 1998; Ring 1995). In der Literatur wurde bei atopischen Patienten in den
meisten Fillen eine erhohte Histaminfreisetzung beschrieben, widerspriichlich dazu gibt es
auch Studien in denen kein Einfluss der atopischen Erkrankung auf die Histaminfreisetzung
festgestellt werden konnte (Bull et al. 1993; Butler et al. 1983; Marone et al. 1986). Goller
zeigte, dass die Histaminfreisetzung aus peripheren Leukozyten des Menschen nicht durch
Isoprenalin tiber die ,-Adrenozeptoren dieser Zelle gechemmt werden kann und somit keine
Abhingigkeit besteht. Als Frage ergibt sich hieraus, ob andere Entziindungsmediatoren, zum
Beispiel die Leukotriene, in direkten Zusammenhang mit dem cAMP-System stehen, bezie-

hungsweise eine Abhingigkeit in Bezug auf die Atopie besteht.
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Die Arbeit von Aurnhammer zeigte, dass die Phosphodiesterase (CAMP abbauendes Enzym)
Einfluss auf die Histaminausschiittung nimmt. So weisen ein oder mehrere Phospho-
diesterase-Isoenzyme bei Atopikern eine hohere Aktivitit auf als bei der ebenfalls untersuch-
ten Kontrollgruppe mit gesunden Probanden. Dies erkléart den in weiteren wissenschaftlichen
Arbeiten herausgefundenen verminderten cAMP-Gehalt im Plasma oder die Verminderung
der Sensitivitidt gegeniiber Isoprenalin (Ridderer 1996).

Im Bezug auf die in der Literatur aufgefiihrten Ergebnisse und die Ergebnisse unserer Arbeits-
gruppe kann ein Einfluss der Histaminausschiittung auf den Arachidonsduremetabolismus
nicht ausgeschlossen werden. So wird berichtet, dass Produkte des S5-Lipoxygenase-
Stoffwechsels eine Stimulation der Histaminausschiittung bewirken konnen (Knol et al.
1993).

Neben den widerspriichlichen Aussagen zum B-adrenergen System existieren auch in Bezug
auf die gesteigerte Menge an ausgeschiitteten Mediatoren und Leukotrienen unterschiedliche
Meinungen. In Studien wird iiber eine verminderte Bildung der Arachidonsdure und ihrer
Metabolite bei atopischer Dermatitis berichtet (Melnik und Plewig 1991). Im Widerspruch
dazu steht ein Befund iiber erhohte uLTE4-Werte, die durch eine Steigerung der Cysteinyl-
Leukotrien-Synthese bei atopischer Dermatitis vorkommen. Eine Erh6hung der gemessenen
Werte bis zum Fiinffachen im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen wird berichtet (Fauler
et al. 1992; Fauler et al. 1993). Weiterhin werden auch Studien beschrieben, bei denen es trotz

atopischer Erkrankung zu keinerlei Anderung des uLTE4-Wertes kommt (Kumlin et al. 1995).

A4 Fragestellung

Seit Jahrzehnten wird untersucht, welcher Zusammenhang zwischen atopischen Erkrankungen
und der damit assoziierten Bildung von Entziindungsmediatoren besteht. In unserer Arbeits-
gruppe wurden bereits Zusammenhinge zwischen dem Auftreten einer Atopie, dem [3,-
Adrenozeptor/cAMP-System und einer damit verbundenen Histaminfreisetzung untersucht
(Bleise 1993; Aurnhammer 1998; Goller 1998). Die einzelnen Studien wurden unter Beriick-
sichtigung des saisonalen Auftretens der Erkrankung mit Patientenkollektiven durchgefiihrt,
die eine Pridisposition fiir eine Atopie mit dem Symptom einer allergischen Rhinokonjunkti-
vitis zeigten. Im Rahmen dieser Studien konnte bei den beschriebenen Patienten eine Sub-

sensitivitdt von P,-Adrenozeptoren sowie eine konstante Erniedrigung des basalen cAMP-
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Gehaltes in den peripheren Blutleukozyten unabhingig vom saisonalen Bezug festgestellt
werden (Aurnhammer 1998). Stérungen im cAMP-Metabolismus von Leukozyten, die als
Zellen des Immunsystems direkt an allergischen und entziindlichen Prozessen beteiligt sein
konnen, sind ein gemeinsames Charakteristikum atopischer Erkrankungen (Bleise 1993). Zu-
dem scheint das Stadium der Erkrankung einen Einfluss auf das Ausmal} spontaner Hista-
minfreisetzung zu haben (Ridderer 1996). Die These der hier vorgestellten Arbeit war es zu
erortern, ob die Genese und Aktivitidt weiterer Entziindungsmediatoren (z.B. der Cysteinyl-
Leukotriene) vom Status der Ausprigung einer Atopie abhingt und inwieweit ein saisonaler

Zusammenhang mit dem Symptomstatus der Grunderkrankung hergestellt werden kann.

Ansatz zur Losung der mit der Fragestellung verbundenen methodischen Probleme:

1. Entwicklung einer Methode zur analytischen Bestimmung von Cysteinyl-Leukotrienen
(LTC4, LTDs und LTEs) via HPLC wunter Beriicksichtigung geeigneter

Aufreinigungsschritte des Probenmaterials.

2. Abwigen der Eignung verschiedener analytischer Methoden zur Bestimmung von Cystei-

nyl-Leukotrienen im Rahmen der beabsichtigten klinischen Untersuchungen.

3. Auswahl geeigneter Reagenzien zur Stimulation von Cysteinyl-Leukotrienen und Uber-
priifung der Eignung ausgewdhlter Stimulationsreagenzien fiir die geplanten klinischen

Untersuchungen.

4. Untersuchung von Konzentrations- und Zeitabhingigkeit des Stimulationsprozesses und

evtl. vorhandener weiterer Einflussfaktoren.

Zielparamater zur Bestitigung der vorgestellten Arbeitshypothese im Rahmen der

nachfolgenden klinischen Studien:

1. Untersuchung der saisonalen Abhédngigkeit des basalen Leukotriengehaltes. Kann dieser

als Parameter fiir den Verlauf einer atopischen Erkrankung herangezogen werden?

2. Ist die Stimulierbarkeit von Phospholipase A, und Lipoxygenase bei Atopikern im Ver-
gleich zu Nicht-Atopikern veriandert? Welchen Einfluss hat der Messzeitpunkt?
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B Material und Methoden

B.1 Verbrauchsmaterial

B.1.1 Einmalartikel

Einmalspritzen 20 ml Luer Braun, Melsungen, D
Pipettenspitzen 10-5000 ul Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifugenrohrchen 12, 50 ml Sarstedt, Niirnberg, D
Butterfly Venofix 21 G Braun, Melsungen, D
Eppendorf-Cup 1,5 ml Sarstedt, Niirnberg, D
Sep—Pak® C,s-Kartusche Waters, Eschborn, D
s-Monovetten® Sarstedt, Niimbrecht, D
(9ml KE Kalium EDTA 1,6 mg EDTA/ml Blut)

B.1.2 Chemikalien

B.1.2.1 Substanzen

Acetonitril reinst. fiir HPLC J.T. Baker, Deventer, N
Anti-IgE Serum Dako GmbH, Hamburg, D
Arachidonsédure Sigma Chemie, Deisenhofen, D
Calcium Ionophor A23187 Sigma Chemie, Deisenhofen, D
Calciumchlorid Merck, Darmstadt, D
di-Natriumhydrogenphosphat x 2 H,O Merck, Darmstadt, D
Essigsdure 100% Merck, Darmstadt, D
Ethylendiamintetraessigsidure Merck, Darmstadt, D
HETE-Gemisch Sigma Chemie, Deisenhofen, D
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, D
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D
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Leukotrien B4

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Leukotrien C4

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Leukotrien D4

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Leukotrien E4

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Leukotrien-Gemisch

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Macrodex 6 %

Pharmalink Basldkemedel AB, Spanga, S

Magnesiumsulfat x 7 H,O

Merck, Darmstadt, D

Melittin

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Methanol reinst. fiir HPLC

J.T. Baker, Deventer, N

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, D

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt, D

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt, D

Prostaglandin B,

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Salzsdure 1 N

Merck, Darmstadt, D

Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat

Biochrom KG, Berlin, D

Tetrahydrofuran

Sigma Chemie, Deisenhofen, D

Trypan blau 0,5 % (v/v)

Biochrom KG, Berlin, D

Ultra pure water

Biochrom KG, Berlin, D

B.1.2.2 Herstellung der Losungen

Hank’s Puffer:

Der Hank’s Puffer kam mit verdanderter Konzentration der Salze Calciumchlorid und Magne-
siumsulfat zum Einsatz. Die Konzentration des Calciumchlorids wurde von 185,5 mg/l auf

244.1 mg/l erhoht, die des Magnesiumsulfates von 200,0 mg/l auf 295,8 mg/l. (Yu et al.

1995).

CaCl, 244,1 mg/l
KCL 400,0 mg/1
KH,PO4 60,0 mg/1
MgSO, x 7 H,0O 295,8 mg/l
NaCL 8000,0 mg/1
Na,HPO4 x 2 H,0O 60,0 mg/1
NaHCO; 350,0 mg/1
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Die Salze wurden in aqua tridest. gelost und die Losung anschlieend mit Hilfe einer geeich-

ten Glaselektrode unter Zugabe von 2,5 N Natronlauge auf pH 7,4 eingestellt.

e Tris CM-Puffer:

Der Tris CM-Puffer setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

NaCl

KCl

CaCl,

MgCl, x 6 H,O

3028,5 mg/l
7012,8 mg/1
372,8 mg/l
88,2 mg/l
203,2 mg/1

Die Salze wurden in aqua tridest. gelost und die Losung anschlieend mit Hilfe einer geeich-

ten Glaselektrode unter Zugabe von HCI-Losung auf pH 7,4 eingestellt.

B.1.3 Gerite

Analysenwaage Digitalwaage 1219 MP Sartorius, Gottingen, D
Microsoft Word 98 Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Excel 6 Microsoft Corp., Redmond, USA

Computersoftware Microsoft Windows 98 Microsoft Corp., Redmond, USA
Sigma Plot 2001 Jandel Corp., USA
ISIS Draw 2.0 Microsoft Corp., Redmond, USA

Cysteinyl-Leukotrien EITA Kit

Cayman Chemical

Michigan, USA

Leukotrien C,/D4/E, ELISA Neogen Corp. Lexington KY, USA/Kanada
Kit
HPLC
- Pumpe High Precision M 480G Idstein, Germering, D
- Degaser DG 1310 Idstein, Germering, D
- Probengeber Gina 50 Idstein, Germering, D
- Detektor UVD 320S Idstein, Germering, D
- Software Chromeleon Version 4.32 Idstein, Germering, D
ODS-Hypersil Cig 5 um, 125x4,6 mm | Bischoff, Leonberg, D
- Séulen
ODS-Hypersil Cjg 3 pm, 250x4,6 mm | Bischoff, Leonberg, D
- Vorsidule ODS-Hypersil Cjg 5 mm Bischoff, Leonberg, D

- Probenglidschen

Cleanpack 32 x 11,6 mm

Varian GmbH, Darmstadt, D
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Microtiterplatten Reader

Tecan Spectra

Tecan, Crailsheim, D

Software easy Winfitting

Mikroskop HM-Lux 3 Ernst Leitz GmbH, Wetzlau, D
pH-Meter Modell 530 WTW, Weilheim, D

Pipetten 10, 100, 200, 1000, 5000 ul Eppendorf, Hamburg, D
Probenschiittler Thermomixer comfort MTP Eppendorf, Hamburg, D

S-Monovetten®

Sarstedt, Niimbrecht, D

SPE-Vakuum
Extraktionsgert
- Vakuumstation Extraktion Manifold Waters, Milford, USA
- Vakuumpumpe Vacuum pump 100v/60Hz Waters, Milford, USA
- Woulff’sche Flasche Duran® Sartorius AG, Géttingen, D
Ultraschallbad Sonorex Bandelin electronic GMbH +
CoKG Berlin, D
Wasseraufbereitung Mili-Q plus Millipore S.A., Molsheim, F
Wasserbad GFL 1086 GFL, Burgwedel, D
Zahlkammer Neubauerkammer Rudolph Brand, Wertheim/Main, D
Zentrifuge - Megafuge 1,0 Heraeus, Hanau, D
- Megafuge 2,0 R

Vakuumverdampfung

- IR-Dancer Tecconculst + Trading Eggstett,D

- Kiihlfalle Heto Inter Med, Wiirzburg, D

- Pumpe PC 2004 Vario Vacuubrand, Wertheim, D
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B.2 Methoden

B.2.1 methodische Untersuchungen

B.2.1.1 HPLC-Analytik

B.2.1.1.1 FlieBmittel fiir die HPLC

FlieBmittel I: Losung 1:
EDTA 0,05 %
Eisessig 2,50 %
aqua tridest. 97,45 %
Losung 2:
Methanol 100,00 %

Losung 1 wurde mit einer geeichten Glaselektrode durch Zugabe von 2,5 N Natronlauge auf

einen pH von 4,5 eingestellt.

Mischungsverhiltnis
Zeit [min] Methanol [%] Wasser/HAC/EDTA[ %]
0-20 60 40
20-30 70 30
30-50 85 15

Tab.1: Mischungsverhiltnis bzw. Gradientenmischung

FlieBmittel II: Tetrahydrofuran 0,1 %
Aqua tridest. 40,0 %
Acetonitril 59,9 %

Dem FlieBmittel wurde eine Tetrabutylammoniumphosphat-Losung zugegeben (Endkon-

zentration der Losung 0,005 M) (Ibe et al. 1987).
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FliePmittel I11: Eisessig 1,0 %
Acetonitril 33,0 %
Aqua tridest. 66,0 %

Der pH-Wert wurde mit Hilfe einer geeichten Glaselektrode durch Zugabe von 1N Ammo-

niumhydroxid-Losung auf 5,6 eingestellt (Pace-Asciak et al. 1985).

Bei allen FlieBmittel wurden die einzelnen Komponenten jeweils miteinander vermischt, die
Feststoffe gelost, der pH-Wert eingestellt und anschlieBend 10 Minuten im Ultraschallbad

entgast.

B.2.1.1.2  Aufarbeitung der Proben

Fiir die Untersuchungen wurden die Proben entweder direkt als Losung in die HPLC einge-
spritzt oder zuvor iiber eine Sep—Pak® Vac RC C;g-Kartusche (500 mg) autkonzentriert und
gereinigt.

Fiir die Vermessung der Leukotriene war eine Aufreinigung der Proben notwendig, um St6-
rungen durch Begleitstoffe bei den Messungen auszuschlieBen. Dies ermdoglicht eine gleich-
zeitige Anreicherung der Proben. Um eine moglichst hohe Wiederfindung bei moglichst nied-
riger Konzentration an Begleitstoffen zu erreichen wurden mehrere unterschiedliche Sep-
Pak®-Methoden untersucht. Wenn nicht anders beschrieben wurden immer Sep—Pak® Vac RC
Cs-Kartusche (500 mg) fiir die Aufkonzentrierung verwendet.

Zu der Aufkonzentrierung der Proben wurden je nach Versuch unterschiedliche Volumina der
Proben auf die Sep—Pak®—Séulchen aufgetragen. Dazu wurde jede Sep—Pak® Cs-Kartusche
zunidchst mit 5 ml Methanol und 5 ml Wasser konditioniert. AnschlieBend wurde die Probe
aufgetragen, die Kartusche anschlieBend mit 5 ml Wasser und 5 ml Hexan gewaschen, und
mit 10 ml eines Gemisches aus Ethanol/Wasser (90/10) eluiert (Cayman 2001). Mit Hilfe ei-
nes SPE-Vakuum Extraktions-Gerites konnte jede Elution bei gleichbleibenden Bedingungen
durchgefiihrt werden (es herrschte ein konstanter Druck von 5 mbar). Die Proben wurden in
einem Vakuumverdampfer (IR-Dancer) getrocknet und der Riickstand mit 150 pl Metha-
nol/Wasser (70/30) oder EIA-Puffer wieder in Losung gebracht. Je 70 ul vom Eluat dieser

Proben wurden fiir die Messungen mittels HPLC verwendet.



21

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Leukotriene iiber die Sep—Pak® wurden vier

unterschiedliche Aufarbeitungsmethoden untersucht:

Methode Nr.1 | Methode Nr.2 Methode Nr.3 Methode Nr.4
Konditionieren | 5 ml MeOH 5 ml MeOH 2 ml MeOH 2 ml MeOH
5 ml H,O 10 ml H,O 2 ml H,O 5 ml H,O
5ml0,1 % EDTA |2 ml HO
Probenaufgabe | 10 ul LT 10ul LT 10 ul LT 10 ul LT
Waschen 5 ml H,O kein Waschvorgang | kein Waschvorgang |5 ml 5 % MeOH
5 ml Hexan
Eluieren 10 ml EtOH/ 10 ml MeOH 2 ml MeOH 1 ml MeOH
H,0 (90/10)

Tab.2: Sep-Pak®- Methoden fiir die Leukotrienaufarbeitung

B.2.1.1.3 Bestimmung der Wiederfindungsrate

Um den Substanzverlust wihrend der Extraktion zu quantifizieren, wurde die Wiederfin-
dungsrate berechnet. Bei den mit Sep—Pak®—Kartuschen gereinigten Proben wurde die Wieder-

findung W wie folgt berechnet:

w =2 100[%]
X

N

X! Soll-Wert

x; . Ist-Mittelwert (gemessener Mittelwert)

B.2.1.1.4 Durchfiihrung der Messung

Als stationdre Phase wurde eine reversed-phase ODS-Hypersil C;s HPLC-Sidule (250 x 4,6
mm) mit einer Teilchengroe von 3 pum eingesetzt. Die Trennung der Leukotriene erfolgte

durch einen Gradienten aus Methanol und Wasser/0,1 % Essigsdure/50uM EDTA (=FM 1).
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Uber eine Messdauer von 40-50 Minuten wurde das Mischungsverhiltnis der FlieBmittelbe-
standteile verdndert. In dem Zeitraum von 0-20 Minuten war es ein Verhiltnis von
MeOH/EM 1 60/40 %, von 20-30 Minuten ein Verhiltnis von 70/30 % und ab 30 Minuten
Messzeit ein Verhéltnis von 85/15 %. Das Injektionsvolumen variierte je nach Versuch. Die
Detektion erfolgte mittels eines Diodenarray-Detektors mit 3D Funktion bei 285 nm fiir die
Cysteinyl-Leukotriene und bei 230 nm fiir die HETE-Derivate. Ein Vorteil der Detektion mit
3D-Funktion besteht darin, dass iiber dem Chromatogramm UV-Spektren aufgenommen wer-
den konnen und dadurch die Moglichkeit eine Abschidtzung des Reinheitsgrades der aufge-
zeichneten Peaks (sog. peak purity) gegeben ist. Zwischen den einzelnen Messungen wurde
ein Spiilprogramm fiir die Konditionierung der HPLC-Séule geschaltet. Die Dauer des Spiil-
programms betrug 15 Minuten mit einer FlieBmittelzusammensetzung von Methanol/FM 1
(60/40 %). Gleichzeitig wurde die Spritze des Probengebers mit 250 ul Wasser gespiilt. Die

Flussrate betrug 0,6 ml/min.

Wihrend der Methodenentwicklung wurde die Versuchsdurchfithrung geindert. Tabelle 3

zeigt die grundsitzlichen Anderungen im Bezug auf FlieBmittel, Flussrate und Messdauer.

Fluss Zeit FM Zusammensetzung
[ml/min] [min]
Programm I 1,0 0-30 konstant
LTE FM II
Programm II 0,5 0-5 konstant
Multi Step FM 111 1,0 5,1-15
Programm III 0,6 0-20 MeOH 60 %, FM 140 %
LT FM I 20,1 -30 MeOH 85 %, FM I 15 %
Programm III.1 0,6 0-20 MeOH 60 %, FM 140 %
Gradient 50 Min FM 1 20,1 -30 MeOH 65 %, FM 145 %
30,1 -40 MeOH 70 %, FM 1 30 %
40,1 - 50 MeOH 85 %, FM I 15 %
Programm II1.2 0,6 0-20 MeOH 60 %, FM 140 %
Gradient FM 1 20,1 -30 MeOH 70 %, FM 130 %
30,1 -50 MeOH 85 %, FM I 15 %

Tab.3: HPLC-Programme fiir die Methodenentwicklung
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B.2.1.1.5 Validierung

Im Rahmen einer Validierung wird durch Untersuchung und Bereitstellung eines Nachweises
gezeigt, dass die besonderen Anforderungen an eine neu entwickelte Methode fiir einen spezi-
ell beabsichtigten Gebrauch erfiillt werden; die Einsetzbarkeit fiir den beanspruchten analyti-

schen Zweck wird hierdurch bewiesen.

e Prizision

Die Prizision ist das Maf fiir die Ubereinstimmung unabhiingiger Analysenergebnisse unter-
einander, also damit das MabB fiir die Streuung dieser Ergebnisse. Sie gibt den Grad der Streu-
ung einzelner Werte um den Mittelwert an, diese Streuung ist das Ergebnis von zufélligen
Fehlern. Als Streuungsmall und damit als Préazisionsmal} wird die Standardabweichung s und

die Variationskoeffizient V¢ bzw. relative Standardabweichung s, verwendet.

—\2
z ()C~ - X) S Srel
s=a =1 "7 Ve ===—"—
n—1 x 100%
x;:  Einzelwert
x: Mittelwert (gemessener Mittelwert)

Die Wiederholpizision, auch Intra-Assay bezeichnet, beschreibt die Prizision unter Wieder-
holbedingungen, unter denen voneinander unabhéngige Ermittlungsergebnisse in kurzen Zeit-
abstinden erhalten werden. Es wird mit demselben Verfahren, mit der identischen Probe, in

demselben Labor, durch denselben Bearbeiter und mit derselben Geréteausriistung gearbeitet.

Zum Vergleich der Prizision zweier Messwertreihen wird die Variationskoeffizient Vg ver-

wendet.
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Berechnung der Standardabweichung bei Doppelbestimmung :

2n =
x; . Einzelwert
x: Mittelwert (gemessener Mittelwert)

Eine weitere Prazisionsart ist die ,,Tag-zu-Tag* Prizision. Mit Hilfe dieses Verfahrens wird
die Prizision von Messserie zu Messserie untersucht. Im Unterschied zur Wiederholprizision
werden verschiedenen Messserien als Datengrundlage herangezogen, die an unterschiedlichen
Tagen erhoben werden. Fiir die Ermittlung der Inter-Assay-Standardabweichung wurden die
Retentionszeiten von drei weiteren Messreihen (Messung I; Messung II; Messung III) an je-
weils unterschiedlichen Tagen mit verschiedenen Reagenzien und Losungen aus einer ande-
ren Charge ermittelt.

Pro Messung wurden 5 ul LTCy4-Standard eingespritzt bei einer Probenanzahl n = 10 je Mess-
reihe und mit dem HPLC-Programm IIL.2 (vgl. B.2.1.1.4) vermessen.

¢ Linearitit

Die Linearitiit stellt den mathematischen Zusammenhang zwischen Messwert und Konzent-
ration bzw. Menge dar. Die Uberpriifung der Linearitit wird mittels linearer Regression, Bil-
dung des Korrelationskoeffizienten r, sowie Bildung der Residuen durchgefiihrt. Die Residu-
en sind die vertikalen Abstinde der Messwerte von der Regressionsgeraden. Hat man bei der
Regressionsgerade das richtige mathematische Modell gewihlt (hier: y = ax + b), so sind die
Residuen um den ,,Nullwert* normal verteilt. Kann iiber die Linearitdt mit den bisher genann-
ten Methoden keine eindeutige Aussage getroffen werden, muss eine Varianzanalyse durchge-
fiihrt werden.

Zur Uberpriifung der Linearitit wihlten wir einen Arbeitsbereich mit Konzentrationen von
5,6 ng/ml bis 440,0 ng/ml LTC,. Die Messung begann mit den kleinsten Probenmengen, um
eine Verschleppung der Proben auszuschlieBen. Die Messungen wurden mit dem HPLC-Pro-

gramm III.2 durchgefiihrt.
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¢ Richtigkeit

Die Richtigkeit zeigt das MaB der Ubereinstimmung zwischen dem ermitteltem Wert und
einem als richtig angesehenen Wert, sie ist eine besonders wichtige Grofle bei Messungen.
Uber die Richtigkeit kann man eine Aussage iiber einen moglichen systematischen Fehler der
Methode treffen. Wie auch in diesem Fall wird bei der Uberpriifung von HPLC-Methoden die
Richtigkeit meist mit einem Immunoassay, in unserem Beispiel dem der Firma Cayman Che-
mical, ,,cross-validiert”. Da es sich bei dem vorliegenden Assay um eine bereits validierte
Methode handelt kann von dessen Richtigkeit ausgegangen werden.

Fiir die Uberpriifung der HPLC-Methode wurden 0,03 pug/ml EIA-Standardlosung in die
HPLC eingespritzt und die Retentionszeit in der HPLC mit dem Sigma LTC4-Standard 0,6
ug/ml verglichen. Die Messungen wurden mit dem HPLC-Programm III.2 durchgefiihrt. Die
Richtigkeit wird mit Hilfe des t-Tests liberpriift.

¢ Robustheit

Die Robustheit beschreibt die Fihigkeit eines Verfahrens, ein Ergebnis zu liefern, das durch
variierende Bedingungen nicht oder nur unwesentlich verfilscht wird. Es werden immer Pa-
rameter ausgewihlt, die eine Auswirkung auf die Wiederholbarkeit der Messung haben kénn-

ten.

Die vorgestellte HPLC-Methode wurde in vier ausgewihlten Parametern variiert:

e der Wellenlidngen 283 nm — 285 nm

e der Flussrate 0,5 ml/min — 0,6 ml/min

e pH-Wert des FlieBmittels 3,5; 4,5; 5,0

¢ Veridndertes Losungsmittel: FlieBmittel oder Zellsuspension
Durch die geringe Menge der Wellenlidngenédnderung konnte zum Beispiel die mogliche Aus-
wirkung auf die Messergebnisse einer dlteren UV-Lampe iiberpriift werden. Es sollte unter-
sucht werden, welche Auswirkung eine geringfiigige Schwankung der Genauigkeit der UV-
Lampe auf die Robustheit der Methode hat. Bei der Variation der Flussrate und des pH-
Wertes des FlieBmittels kann deren Abhédngigkeit gezeigt werden. Mit der Verdnderung des
Losungsmittels (Puffer oder Zellsuspension) kann eine Aussage iiber die Stabilitit der ver-
wendeten Proben gemacht werden. Die Stabilitdt spielt aus folgendem Grund eine Rolle:
Leukotriene werden aus PBL gewonnen. Diese Suspension enthilt nicht nur Leukotriene,
sondern eine Mehrzahl andere metabolisch aktiver Stoffe, die sich auf die Stabilitit der Leu-

kotriene auswirken konnten.
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Das in den Versuchen verwendete Injektionsvolumen betrug 10 ul bis 30 ul der Leukotriene

LTCy4, LTD4 und LTE,4. Dieses wurde mit dem HPLC-Programm III.2 vermessen.

¢ Selektivitiat und Spezifitit

Die Selektivitiit ist die Fihigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu bestim-
mende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und somit eindeutig zu identifi-
zieren. Die Spezifitit hingegen ist die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine Sub-
stanzklasse ohne Verfidlschung durch andere in der Probe vorhandenen Komponenten zu er-
fassen und somit eindeutig zu identifizieren.

Um die Selektivitdt zu iiberpriifen wurde ein Leukotriengemisch-Standard (Injektionsvolu-
men: 20 pl) aus LTC,4, LTD4 und LTE, in die HPLC eingespritzt und vermessen. Besonderes
Augenmerk wurde auf Basislinientrennung der erhaltenen Peaks und die Ubereinstimmung
der UV-Spektren gelenkt.

Um die Spezifitiat zu bestimmen wurde ein Gemisch aus LTB,4, Cysteinyl-Leukotriene, HE-

TE-Gemisch in die HPLC eingespritzt und vermessen.

¢ Nachweis- und Bestimmungsgrenze
Die Nachweisgrenze wird laut Deutscher Industrie Norm (DIN) als die kleinste nachweisbare
Menge beschrieben und die Bestimmungsgrenze als kleinste quantifizierbare Menge.
Uber ein in der Chromatographie hiufig angewandtes Peak/Rausch-Verhiltnis werden auch in
dieser Arbeit die Nachweis- und die Bestimmungsgrenze festgelegt.

Sie sind wie folgt definiert:

3/1
9/1

Nachweisgrenze: Peak/Rausch-Verhiltnis

Bestimmungsgrenze: Peak/Rausch-Verhiltnis

Zur Ermittlung der Ergebnisse wurden jeweils die Werte aus zehn unterschiedlichen Messun-

gen bestimmt (Injektionsvolumen 10 ul LTC4; HPLC-Programm II1.2)

B.2.1.2 Messung der Cysteinyl-Leukotriene mittels Assay

Fiir die Vermessung der Leukotriene im methodischen Teil wurden sowohl ein ELISA-Kit der
Firma Neogen als auch ein EIA-Kit der Firma Cayman verwendet. Fiir die klinischen Unter-

suchungen kam nur der EIA-Kit der Firma Cayman zum Einsatz.
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Um die entwickelte HPLC-Methode (Programm III.2) zu bewerten, wurden weitere Methoden
zur Bestimmung der Leukotriene untersucht und mit den Ergebnissen aus der Validierung der
HPLC-Methode verglichen.

Bei den angewandten Assays wurden im Unterschied zur HPLC-Methode keine Einzelbe-
stimmung der Cysteinyl-Leukotriene durchgefiihrt, sondern die Gesamt-Leukotrienmengen

bestimmt, d.h. die Menge der Leukotriene LTC,4, LTD4 und LTE,4 als Summenwert.

B.2.1.2.1 Aufarbeitung der Proben

Die Aufarbeitung der Proben fiir die Untersuchungen verlief wie unter B.2.1.1.2 beschrieben.
Fiir die klinischen Untersuchungen wurden die Proben (Zellsuspension) stets iiber die Sep-

Pak® Vac RC Cg- Kartusche (500 mg) aufkonzentriert und gereinigt.

B.2.1.2.2 EIA-Kit

Theorie:

Dieser Assay basiert mechanistisch auf der Konkurrenz zwischen freien Cysteinyl-
Leukotrienen und einem Cysteinyl-Leukotrien-Acetylcholinesterase-Konjugat (Tracer) um
eine begrenzte Menge an Cysteinyl-Leukotrien-Antiserum. Die Konzentration des Tracers
wird konstant gehalten, wihrend die Konzentration von freien Leukotrienen (Standard oder
Probe) variiert. Die Menge des Tracers, die das Antiserum binden kann, ist indirekt proporti-
onal zu der Konzentration der Cysteinyl-Leukotriene in der Probe. Dieser Antikorper-
Cysteinyl-Leukotrien-Komplex bindet an den monoklonalen Kaninchen-Antikorper, der fest
an die Vertiefungen der Platte gebunden ist. Die Platte wird gewaschen, um die nicht gebun-
denen Reagenzien zu entfernen. Anschlieend wird jeder Vertiefung Ellman’s Reagens zuge-
geben, dass das Substrat fiir die Cholinesterase enthélt. Das Produkt der enzymatischen Reak-
tion hat eine gelbe Féarbung und zeigt bei 412 nm ein Absorptionsmaximum. Die Intensitét
dieser spektophotometrisch vermessenen Farbe ist proportional zur Menge des gebunden Tra-
cers in den Vertiefungen, welche indirekt proportional zur Menge des freien Cysteinyl-

Leukotriens in den Vertiefungen der Platte ist.

Absorption o< [gebundener Cysteinyl-Leukotrien-Tracer] o< 1/ [Cysteinyl-Leukotriene]
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Praktische Durchfithrung:

Die Reagenzien werden in hochgereinigtem Wasser gelost bzw. damit verdiinnt. Nach Her-
stellung der Standardreihe (Konzentrationsbereich 7,8 pg/ml - 1000 pg/ml) werden je 100 ul
Standard und Probe in die Vertiefungen pipettiert. Anschlieend werden 50 ul Tracer und 50
ul Antiserum zugegeben. Das mit einer Folie verschlossene Gemisch wird im Probenschiittler
bei 30 rpm und 23°C 18 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wird die Platte mit Wasch-
puffer gewaschen und 200 pl Ellmann’s Reagenz zugegeben. AnschlieBend wird die Platte
wieder mit einer Folie abgeklebt und im Probenschiittler bei 300 rpm und 23°C erneut eine
Stunde inkubiert. Danach kann die Microtiterplatte mit dem Reader bei 412 nm vermessen

und ausgewertet werden.

B.2.1.2.3 Auswertung des EIA-Kits

Die Auswertung erfolgt mit dem Microtiterplatten-Reader. Nach vorsichtigem Schiitteln der
Platte werden die Proben bei 412 nm vermessen. Als Referenzwellenlidnge wird ein Filter mit
620 nm verwendet.

Der korrekt berechnete Wert By wurde ermittelt, indem von dem gemessenen Wert By der
nicht spezifische Bindungs-Wert NSB subtrahiert wurde. Es wurden jeweils die ermittelten
OD-Werte (optical density values) verwendet.

Berechnung der korrekten maximalen Bindung:

BOkorr = BOgemess —NSB

%B

0

Berechnung der prozentualen Tracerbindung

%B _P—NSB

B 0 B Okorr

*100

P: Probe oder Standard (OD-Wert)

Die Auswertung erfolgte iiber das Programm ,.easy fitting* (Tecan). Hierbei werden die er-
mittelten OD-Werte in einen halb-logarithmischen Graphen eingebettet. Uber die Gerade er-
rechnet sich die tatsidchliche Konzentration der Proben, diese Berechnung fiihrte das oben

genannte Computerprogramm durch.



29

B.2.1.2.4 ELISA-Kit

Theorie:

Der Assay basiert auf einer konkurrierenden Bindung zwischen den Leukotrienen C4, D4 und
E4 und einem enzymatischen Konjugat um eine begrenzte Anzahl von spezifischen Antikor-
per, die fest an eine Microtiterplatte gebunden sind. Hier liegt der Unterschied zum oben er-
wihnten EIA, bei dem monoklonale Kaninchen-Antikdrper an die Microtiterplatte gebunden
sind. Die Menge des enzymatischen Konzentrats wird konstant gehalten, wihrend die Kon-
zentration der freien Leukotriene variiert. Das enzymatische Konjugat und der freie Analyt
binden an den in der Platte befindlichen Antikorper. Nach Inkubation wird die Platte gewa-
schen, um die ungebundenen Reagenzien zu entfernen. Im Anschluss wird das Substrat zuge-
geben. Nach einer weiteren Inkubation kann das entstandene Produkt bei 650 nm vermessen
werden. Es besteht auch die Moglichkeit durch Zugabe von Salzsédure die enzymatische Reak-
tion zu stoppen. Auf Grund der pH-Verschiebung durch den Sdurezusatz kommt es zu einer
Veridnderung des zu vermessenden Farbstoffes, die Messung erfolgt dann bei einer Wellen-

lange von 405 nm.

Die entwickelte Farbe ist indirekt proportional zur Menge der gebundenen Leukotriene

Absorption o< 1/ [Cysteinyl-Leukotriene]

Praktische Durchfithrung:

Die Reagenzien werden in hoch gereinigtem Wasser gelost bzw. verdiinnt. Nach der Herstel-
lung der Standardreihen (Konzentrationsbereich von 40 pg/ml - 2000 pg/ml) werden je 50 ul
Standard oder Proben in die Vertiefungen der Microtiterplatte pipettiert. AnschlieBend werden
50 ul Konjugat zugegeben, die Platte einmalig geschiittelt und dann eine Stunde inkubiert.
Nach der Inkubation werden die Platte mit Waschpuffer gewaschen, 150 ul Substrat zuge-
geben und wieder 30 Minuten inkubiert. Mit 50 ul 1 M HCL wird die Reaktion gestoppt, an-

schliefend mit dem Reader vermessen und ausgewertet.
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B.2.1.2.5 Auswertung des ELISA-Kits

Die Auswertung mit dem Microtiterplatten-Reader erfolgte bei 405 nm, nachdem die Platte
vorsichtig geschiittelt wurde. Als Referenzwellenlinge wurde ein Filter mit 690 nm verwen-
det.

Die Berechnung der einzelnen Werte erfolgte wie in B.2.1.2.3.

B.2.1.3 Stimulationsversuche

B.2.1.3.1 Probanden

Fiir die methodischen Untersuchungen wurde vendses Blut sowohl von Gesunden, als auch
von Allergikern verwendet. Eine Charakterisierung und Unterteilung erfolgte dabei nicht.
Alle Probanden hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Medikamente eingenommen
(Ausnahme: hormonelle Kontrazeptiva). Personen mit akuten Infektionen oder anderen Er-
krankungen (z.B. Herz-, Leber-. oder Nierenerkrankungen) wurden von den Versuchen aus-
geschlossen. Die Blutentnahme fand stets freiwillig und mit dem Einverstindnis der Proban-

den statt.

B.2.1.3.2 Zellpriparation

¢ Blutentnahme

Zwischen 8.00 Uhr und 10.00 Uhr wurden je nach der im Versuch benétigten Menge
20-100 ml vendses Blut aus der Ellenbogenvene in S-Monovetten® abgenommen. Die
S-Monovetten® enthielten Kalium-EDTA (1,6 mg EDTA/ml Blut) als Antikoagulans. In der
klinischen Untersuchung wurden davon je 9 ml (1 Rohrchen) 10 Minuten lang bei 800 g zen-
trifugiert, das Plasma wurde abgesaugt und fiir spitere Untersuchungen (RAST) bei -80 °C

eingefroren.

e [Isolation der peripheren Blutleukozyten (PBL)

Die Priparation der PBL wurde mittels Dextransedimentation durchgefiihrt (Goller 1998,
Lichtenstein und Olser 1964). Das Trennprinzip beruht auf der unterschiedlichen Dichte der
im Blut vorhandenen Zellen. Hierfiir wird in jeder bereits mit 18 ml Blut/EDTA gefiillten Ein-
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malspritze das vorhandene Blut mit 5 ml Macrodex 6 % iiberschichtet. Macrodex 6 % ist eine
Losung von 60 g Dextran 60 und 9 g Natriumchlorid in 1000 ml aqua ad injectabilia, dessen
Dichte 1,028 g/cm3 betridgt. Die so priparierten Spritzen werden zwei Stunden bei Raum-
temperatur abgedunkelt in senkrechter Position aufgestellt. Wéhrend dieser Zeitspanne wan-
dern die Leukozyten, Thrombozyten, vereinzelte Erythrozyten und das Plasma nach oben in
die Dextranschicht, der GrofBteil der Erythrozyten wandert in die untere Schicht und es bildet
sich eine scharfe, deutlich erkennbare Grenze. Der Uberstand wird anschlieBend vorsichtig
mit Hilfe einer Butterfly-Kaniile in ein Falconrohrchen 50 ml iiberfithrt und 10 Minuten bei
200 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand, der Plasma, Dextran und einen groBen Teil
der Thrombozyten enthdlt wird verworfen. Mit dem Pellet, den restlichen Thrombozyten,
Leukozyten und ein paar Erythrozyten wird weitergearbeitet. Zur Zerstorung der noch vor-
handenen Erythrozyten werden 5 ml destilliertes Wasser zugegeben. Durch das hypoosmolare
Medium lysieren die Erythrozyten. Nach 12 Sekunden werden 5 ml einer 1,8 % NaCL-
Losung zugegeben, um die Isotonie wieder herzustellen. Wihrend des hypotonen Schocks
werden die Erythrozyten zerstort, die PBL jedoch noch nicht. Die entstandene Mischung wird
erneut zentrifugiert, 10 Minuten bei 4 °C und 200 g. Der Uberstand wird verworfen und das
Zellpellet mit 10 ml Hank’s Puffer (B.1.2.2) noch zweimal gewaschen. Das Zellpellet wird
anschliefend in einer definierten Menge Puffer resuspendiert und die Zellen mit Hilfe einer
Neubauer-Zihlkammer gezéhlt. (Anfarbung mit Trypanblau: 10 ul Zellsuspension, 90 pl Puf-
fer und 100 ul Trypanblau). Die Zellsuspension wird mit dem jeweiligen Puffer auf eine be-

stimmte Zellzahl eingestellt.

B.2.1.3.3 Aufarbeitung der Proben

Fiir die Aufkonzentrierung und Reinigung der Zellsuspensionen wurden 5 ml Probe auf die
Sep—Pak®—Kartuschen aufgetragen. Die Konditionierung und die weiteren Arbeitsschritte
wurden wie unter B.2.1.1.2 durchgefiihrt. Angewendet wurde hierfiir die Methode 1. Abwei-
chend davon wurden statt 150 pul Losungsmittel 450 pl zum Aufnehmen der Probe nach dem

Trocknungsprozess verwendet.

B.2.1.34 Stimulation der Leukotrienbildung bzw. -freisetzung

In den Versuchsreihen wurde die Stimulierbarkeit der PBL mit unterschiedlichen Trigger-

Substanzen untersucht. Sie wurden aus verschiedenen Substanzklassen ausgewihlt, die iiber
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unterschiedliche Wege die Leukotrienbildung bzw. -freisetzung stimulieren: Zum Einen er-
folgte die Stimulation mit Melittin, einem biogenen Peptid, das iiber eine Einlagerung in die
Biomembran zur Freisetzung von Leukotrienen fiihrt. Daneben wurde ein unspezifischer An-
ti-IgE-Antikorper untersucht, der die Aufgabe eines Antigens iibernimmt und neben weiteren
Komponenten (z.B. Histamin) auch zu einer Leukotrienausschiittung fiihrt. Weiter wurde mit
Calcium-Ionophor (A23187) stimuliert, der das Membranpotential indirekt so veridndert, dass
es zu einer Freisetzung von Leukotrienen kommt. Beim Calcium-Ionophor wurde im Rahmen
einer weiteren Versuchsreihe zusitzlich Arachidonsdure zugesetzt, um die Leukotrienfreiset-

zung zu verstérken.

Stimulation mit Melittin

Bei den Stimulationsversuchen wurden 2,5 ml Zellsuspension mit einer eingestellten Zellzahl
von 3x10° Zellen/ml verwendet, als Verdiinnungsmedium diente der Hank’s Puffer (vgl.
B.1.2.2). Die Zellsuspension wurde mit variierenden Konzentrationen von 0,7 bis 10,5 uM
versetzt und fiinf bis 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 750 pl kaltem Methanol gestoppt und bis zur quantitativen Bestimmung bei
-80°C eingefroren. Je Versuchsreihe wurde stets eine Blindprobe ohne Zugabe von Stimula-

tionsreagenz mit bearbeitet.

Stimulation mit Anti-IgE

Fiir die Stimulationsversuche mit Anti-IgE wurden 2,5 ml Zellsuspension mit einer eingestell-
ten Zellzahl von 3x10° Zellen/ml verwendet, als Verdiinnungsmedium diente der Hank’s Puf-
fer (vgl. B.1.2.2). Die Zellsuspension wurde mit variierenden Mengen von 25 ul bis 400 ul
Anti-IgE-Antikorper (1:1000 Verdiinnung des Anti-IgE-Serums vom Kaninchen, Proteinkon-
zentration 8,3 g/l) versetzt und fiinf bis 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 750 ul kaltem Methanol gestoppt und bis zur quantitativen
Bestimmung bei -80°C eingefroren. Je Versuchsreihe wurde stets eine Blindprobe ohne Zu-

gabe von Stimulationsreagenz mit bearbeitet.

Stimulation mit Calcium-Ionophor (A23187)

Fiir die Stimulationsversuche mit dem Calcium-Ionophor wurden 2,5 ml Zellsuspension mit
einer eingestellten Zellzahl von 3x10° Zellen/ml verwendet, als Verdiinnungsmedium diente
der Hank’s Puffer (vgl. B.1.2.2). Die Zellsuspension wurde mit 0,2 uM bis 3,0 uM A23187

versetzt und fiinf bzw. 15 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde
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durch Zugabe von 750 ul kaltem Methanol gestoppt und bis zur quantitativen Bestimmung
bei -80°C eingefroren. Je Versuchsreihe wurde stets eine Blindprobe ohne Zugabe von Stimu-
lationsreagenz mit bearbeitet. Fiir die methodischen Untersuchungen wurde die Versuchs-
durchfiihrung in kleinen Schritten abgedndert, was jeweils an entsprechender Stelle beschrie-

ben ist.

Stimulation mit Calcium-Ionophor (A23187) und Arachidonsiure

Fiir die Stimulationsversuche mit der Kombination aus Calcium-Ionophor und Arachidon-
sdure wurden 2,5 ml Zellsuspension mit einer eingestellten Zellzahl von 3x10° Zellen/ml ver-
wendet, als Verdiinnungsmedium diente der Hank’s Puffer (vgl. B.1.2.2). Die Zellsuspension
wurde mit 1,2 uM A23187 und 0,25 pM bis 5,0 uM Arachidonsiure versetzt und fiinf bzw.
15 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 750 ul
kaltem Methanol gestoppt und bis zur quantitativen Bestimmung bei -80°C eingefroren. Je
Versuchsreihe wurde stets eine Blindprobe ohne Zugabe von Stimulationsreagenz mit be-
stimmt. Fiir die methodischen Untersuchungen wurde die Versuchsdurchfithrung in kleinen

Schritten abgedndert, was jeweils an entsprechender Stelle beschrieben ist.

B.2.1.3.5 Quantitative Bestimmung der Leukotriene

Die eingefrorenen Zellsuspensionen wurden jeweils bei Raumtemperatur aufgetaut und mit-

tels Sep-Pak®-Kartuschen gereinigt bzw. aufkonzentriert (vgl. B.2.1.1.2). Nach dem anschlie-

Benden Eindampfen mit Hilfe des Vakuumverdampfers wurden die Proben in 150 ul EIA-

Puffer aufgenommen.

Die Proben wurden mit einem EIA-Kit der Firma Cayman Chemical vermessen (vgl.

B.2.1.2.2). Die Berechnung der einzelnen Werte erfolgte wie in B.2.1.2.3.

Es wurden jeweils der basale Wert an Leukotrien ohne Stimulation und der totale Wert be-

stimmt:

basaler Wert: Leukotriene in Zellsuspension ohne Stimulation

stimulierter Wert: ~ Menge an Leukotrienen nach Stimulation (Stimulierte Menge + basale
Menge)

Stimulierbarkeit:

stimulierterWert

Stimulierbarkeit =
basalerWert
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B.2.2 Klinische Untersuchung

Bei den klinischen Versuchsreihen soll sowohl der basale, als auch der stimulierte Leukotrien-
gehalt auf seine Abhidngigkeit beziiglich atopischer Erkrankung und Jahreszeit untersucht
werden. Mit Hilfe dieses Versuchs kann eine Aussage iiber die Stimulierbarkeit der Zellen
getroffen werden.

Durch die Zugabe des Calcium-Ionophors bzw. dessen Kombination mit Arachidonsidure kann
sowohl die Abhédngigkeit der Stimulierbarkeit der Enzyme (Lipoxygenase und Phospholipase
A») von der Jahreszeit, als auch ein Zusammenhang mit einer vorhandenen atopischen Veran-

lagung néher untersucht werden.

B.2.2.1 Probanden

Fiir die klinische Untersuchung wurden alle Probanden in zwei gro3e Gruppen eingeteilt:
Atopiker und Nicht-Atopiker (gesunde Kontrollpersonen). Die Atopiker wurden nochmals in
die zwei Untergruppen Hausstaub-Atopiker und Pollen-Atopiker geteilt. Alle Probanden hat-
ten zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Medikamente eingenommen (Ausnahme: hormo-
nelle Kontrazeptiva). Personen mit akuten Infektionen oder anderen Erkrankungen (z.B. Herz-
, Leber- oder Nierenerkrankungen) wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Blutentnahme

fand stets freiwillig und mit dem Einverstindnis der Probanden statt.

Probanden (Atopiker):

11 Patienten (mittleres Alter 29,2 + 4,2 Jahre) konnten auf Grund durchgefiihrter Eigen- und
Familienanamnese, Hauttest (Pricktest vgl. B.2.2.4) und Nachweis der spezifischen, relevan-
ten Allergene im Plasma (RAST) eindeutig als Atopiker identifiziert werden. Diese Gruppe
wurde nochmals in 6 Pollen-Atopiker und 5 Hausstaub-Atopiker unterteilt, wobei zu bemer-
ken ist, dass diese Anzahl an Probanden an sich fiir signifikante Ergebnisse zu klein ist, aber
doch interessante Ausblicke gewihrt. Die Patienten zeigten alle die typische klinische Mani-
festation der allergischen Rhinokonjunktivitis in der Zeit April bis September. Patienten mit
Hinweis auf andere atopische Erkrankungen (Asthma bronchiale, atopisches Ekzem) wurden

von der Studie ausgeschlossen.
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Kontrollkollektiv (Nicht-Atopiker):

9 gesunde Probanden (mittleres Alter 31,4 + 6,0 Jahre) wurden in diese Gruppe aufgenom-
men. Die Kontrollpersonen zeigten in ihrer Eigen- und Familienanamnese keine Hinweise auf
eine atopische Erkrankung. Der Hauttest (Pricktest vgl. B.2.2.6) gegen Aeroallergene verlief
bei allen getesteten Allergenextrakten negativ.

Auch bei der RAST-Bestimmung waren alle Ergebnisse in dieser Gruppe negativ.

Die personlichen Daten aller Probanden und deren Testergebnisse sind dem Tabellenanhang

zu entnehmen (siehe Tabellenanhang).

B.2.2.2 Zellpriparation

Die fiir die Zellprdparation notwendige Blutentnahme und die Isolation der peripheren Blut-

leukozyten wurden wie im methodischen Teil durchgefiihrt (vgl. B.2.1.3.2).

B.2.2.3 Aufarbeitung der Proben

Fiir die Aufkonzentrierung und Reinigung der Zellsuspensionen wurden 5 ml Probe auf die
Sep—Pak®—Kartuschen aufgetragen. Die Konditionierung und die weiteren Arbeitsschritte
wurden wie unter B.2.1.1.2 durchgefiihrt. Angewendet wurde hierfiir die Methode 1. Abwei-
chend davon wurden statt 150 pl Losungsmittel 450 pul zum Aufnehmen der Probe nach

Trocknung verwendet.

B.2.2.4 Stimulation der Leukotrienbildung bzw. —freisetzung

In der klinischen Studie wurde untersucht, ob ein Unterschied in der Stimulierbarkeit der PBL
bzw. der Phospholipase- oder der Lipoxygenase-Stimulierbarkeit bei Atopikern und Nicht-
Atopikern (Kontrollgruppe) besteht. Zur Stimulation wurde das Calcium-Ionophor und die
Kombination Calcium-Ionophor plus Arachidonsiure eingesetzt.

Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt: Versuchsreihe I symptomfreier Zeitraum
,Winter” und Versuchsreihe II symptomatischer Zeitraum ,,.Sommer*. Wird bei den Ver-

suchen von einem Versuch ,,Sommer* berichtet, so sind diese Messungen immer in der
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symptomreichen Zeit einer Rhinokonjuktivitis durchgefiihrt worden. Die ,,Winter*“-Versuche

wurden jeweils in der symptomarmen Zeit vermessen.

Stimulation mit Calcium-Ionophor (A23187)

Fiir die Stimulationsversuche mit dem Calcium-Ionophor wurden 2,5 ml Zellsuspension mit
einer eingestellten Zellzahl von 3x10° Zellen/ml verwendet, als Verdiinnungsmedium diente
der Hank’s Puffer (vgl. B.1.2.2). Die Zellsuspension wurde mit 1,2 uM A23187 versetzt und
fiinf bzw. 20 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 750 ul kaltem Methanol gestoppt und bis zur quantitativen Bestimmung bei -80°C einge-
froren. Je Versuchsreihe wurde stets eine Blindprobe ohne Zugabe von Stimulationsreagenz

mit bearbeitet.

Stimulation mit Calcium-Ionophor (A23187) und Arachidonsiure

Fiir die Stimulationsversuche unter Kombination von Calcium-Ionophor und Arachidonsiure
wurden 2,5 ml Zellsuspension mit einer eingestellten Zellzahl von 3x10° Zellen/ml ver-
wendet, als Verdiinnungsmedium diente der Hank’s Puffer (vgl. B.1.2.2). Die Zellsuspension
wurde mit 1,2 uM A23187 und 2,0 uM Arachidonsédure versetzt und 5 bzw. 20 Minuten bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 750 pl kaltem Metha-
nol gestoppt und bis zur quantitativen Bestimmung bei -80°C eingefroren. Je Versuchsreihe

wurde stets eine Blindprobe ohne Zugabe von Stimulationsreagenz mit bestimmt.

B.2.2.5 Quantitative Bestimmung der Leukotriene

Die eingefrorenen Zellsuspensionen wurden jeweils bei Raumtemperatur aufgetaut und mit-
tels Sep-Pak®-Kartuschen gereinigt bzw. aufkonzentriert (vgl. B.2.1.1.2). Nach dem anschlie-
Benden Eindampfen mit Hilfe des Vakuumverdampfers wurden die Proben in 150 ul EIA-
Puffer aufgenommen.

Die Proben wurden mit dem EIA-Kit der Firma Cayman Chemical vermessen (vgl. B.2.1.2.2).
Die Berechnung der einzelnen Werte erfolgte wie in B.2.1.2.3 beschrieben.

Es wurden jeweils der basale Wert an Leukotrien ohne Stimulation und der totale Wert be-

stimmt:
basale Wert: Leukotriene in Zellsuspension ohne Stimulation
stimulierter Wert: Menge an Leukotrienen nach Stimulation (Stimulierte Menge + basale

Menge)
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Stimulierbarkeit:

stimulierterWert

Stimulierbarkeit =
basalerWert

B.2.2.6 Allergiediagnostik

Die folgenden Untersuchungen wurden zur Einteilung der Probanden in die beiden Gruppen
»gesunde Kontrollpersonen* oder ,,Probanden mit Hinweis auf Atopie* durchgefiihrt.

® Anamnese:

Zunichst wurde eine ausfiihrliche Eigen- und Familienanamnese erhoben. Dabei wurde jede
Form von allergischer Veranlagung sowie akute Erkrankungen dokumentiert.

e Pricktest:

Es wurden verschiedene Allergen-Extrakte der Gruppe Aeroallergene getestet. Zu der Gruppe
der Aeroallergene gehoren Pollen (Griser, Bidume, Kréauter, Roggen, Mais), Schimmelpilze
(Alternaria, Aspergillus, Cladosporum, Penicillium) und Inhalationsantigene (Hausstaubmil-
ben (D. pter. und D. farinae), Hundehaare, bzw. -schuppen), Katzenhaare, bzw. -schuppen,
Schafwolle (unbearbeitet), Pferdehaare, bzw. -schuppen) und Wellensittichfedern). Diese sind
geeignet, um eine atopische Veranlagung zu bestimmen. AuBerdem wurden eine negative
(Kochsalzlosung) und eine positive Kontrolle (Histaminlosung) durchgefiihrt.

Je ein Tropfen der Losungen wurde auf die Haut aufgetragen und anschlieBend die benetzte
Stelle mit einer Lanzette leicht angeritzt. 20 Minuten nach dem Auftragen der Losung wurde
die Stdrke der Testreaktion nach dem Durchmesser von Quaddel und Erythem beurteilt und
nach einer Skala von & bis ++++ angegeben (Ring 1995).

Die Bestimmungen wurden vom allergologischen Labor der Klinik und Poliklinik fiir Der-

matologie der Universitidt Regensburg durchgefiihrt.

e RAST: (Phasebas Rast, Pharmacia)

An ein Papierscheibchen wird ein Allergen gebunden. Die in der Probe enthaltenen spezifi-
schen Antikorper binden sich daran und werden durch ein radioaktiv markiertes Anti-IgE de-
tektiert. Die Konzentration dieser Antikorper wird semiquantitativ in den Klassen O bis 6 an-

gegeben.

Klasse 0 < 0,35 kU/T (negativ)
Klasse 1 < 0,70 kU/I (gering positiv)



38

Klasse 2 < 3,5 kU/T (positiv in steigender Konzentration)
Klasse3 < 17,5 kU/T (positiv in steigender Konzentration)
Klasse 4 < 50,0 kU/I (positiv in steigender Konzentration)

Klasse 5 = 50,0-100,0 kU/I (positiv in steigender Konzentration)
Klasse 6 > 100,0 kU/I (positiv in steigender Konzentration)

Es konnen auch Mischungen untersucht werden, die dann nur in positiv und negativ unterteilt
werden. In dieser Arbeit wurde die Reaktionen auf das Gemisch sx1 durchgefiihrt, dabei wur-
den folgende Allergene untersucht: Lieschgras, Roggen, Birke, Beifu3, Dermatophagoides
pteron, Katzenschuppen und Cladosporium herbarum.

Die Bestimmung wurde vom allergologischen Labor der Dermatologischen Klinik und Poli-

klinik der Universitidt Regensburg durchgefiihrt.

B.2.3 Statistik

Alle Messergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert = Standardfehler (SE) angegeben.
Bei einem Vergleich von zwei Mittelwerten wurde der Student’s t-test fiir ungepaarte Werte
durchgefiihrt. Ein Unterschied wurde als ,,signifikant bezeichnet, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit kleiner 0,05 war (p < 0,05). Die statistischen Methoden wurden aus dem

,.Lehrbuch fiir Statistik* entnommen (Sachs 1984).

Berechnung des arithmetischen Mittels x:

s: Standardabweichung

n: Anzahl
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C Ergebnisse

C1 Ergebnisse der methodischen Untersuchungen

C.l1.1 Etablieren der HPLC-Methode

Die erste Aufgabe der praktischen Tétigkeit war es, die Methodik der Leukotrienmessung an
der HPLC zu entwickeln. Dabei tauchten verschiedene Fragen und Probleme auf, die vor Be-

ginn der klinischen Versuchsreihen gelost werden mussten.

C.1.1.1 Methodenentwicklung

Fiir diese Untersuchung wurde zunichst nur das LTE, als Reinsubstanz bestimmt und dann
das Gemisch der Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE,. Kam es bei der Vermessung von LTE,4
zu keinem befriedigenden Ergebnis, wurde auf eine Vermessung des Leukotrien-Gemisches

verzichtet.

Methode 1:

Hier wurde die Trennleistung von FlieBmittel II (Tetrahydrofuran/Aqua tridest./Acetonitril)
und HPLC-Programm I (LTE FM II) untersucht.

Die Retentionszeit von LTE,4 lag bei 19,2 + 0,6 Minuten (n = 4).

Wie in Abbildung 4 gezeigt, trat bei der Vermessung ein nicht zu akzeptierendes, gro3es Tai-
ling auf. Da ein zu grofles Tailing keine genaue quantitative Auswertung ermoglicht und kei-
ne spiteren analytischen Messungen zulisst, wurden keine weiteren Versuche mit Methode 1

durchgefiihrt.
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Abb.4: HPLC-Chromatogramm von LTE, (20 pg/ml) in FM II, Injektionsvolumen 10,0 pl (Siule:
ODS-Hypersil Cjg Sum 125 x 4,6 mm, FlieBmittel: Tetrahydrofuran 0,1 %, Aqua bidest 40,0 %, Ace-
tonitril 59,9 %, Tetrabutylammoniumphosphat 0,005 M; Flussrate: 1,0 ml/min; UV-Detektion bei 285

nm)

Methode II:

Nachdem das FlieBmittel II kein zufriedenstellendes Ergebnis zeigte wurde auf ein FlieBmittel
mit Tetrahydrofuran in den weiteren Versuchen verzichtet und die Untersuchung mit dem
FlieBmittel III (Eisessig/Acetonitril/Aqua tridest) und dem HPLC Programm II (Multi Step
FM III) durchgefiihrt.

Aus der Messung des Leukotriens E4 resultierte die Retentionszeit von 3,9 £ 0,05 min (n =9).
Bei der Vermessung des Leukotrien-Gemisches kam es lediglich, wie in Abbildung 6 gezeigt,
zu einer Auftrennung in zwei Peaks, namlich Peak LT 1 mit der Retentionszeit 2,7 £ 0,01 min
und Peak LT 2 mit der Retentionszeit 3,2 = 0,01 min (n = 9). Eine genaue Zuordnung der drei

Cysteinyl-Leukotriene war hier nicht moglich.



41

mAU
mAU &b
600
LIE39
LT1: 27
40
LT2: 32
20D
00]
min ’ i
00 50 0 50 100
Abb.5: Abb.6:

Abb.5: HPLC-Chromatogramm von LTE,4 (27,5 pg/ml) mit FM III, Injektionsvolumen 10 pl

Abb.6: HPLC-Chromatogramm von LT-Gemisch (LTC4 = 17,5 pg/ml; LTD, = 18,0 pg/ml; LTE, =
18,5 pg/ml), Injektionsvolumen 10 pl

(Sdule: ODS-Hypersil Cjg 5 pm 125 x 4,6 mm, FlieBmittel: Eisessig 1,0 %, Acetonitril 33,0 %, aqua
tridest. 66,0 %; pH = 5,6; Flussrate: ty_sm, = 5,0 ml/min, t5_jo min = 1,0 ml/min, UV-Detektion bei 285

nm)

Methode 111

Um die Trennung weiter zu verbessern wurde in den folgenden Versuchen eine Siule mit 3
um Teilchengrofe und einer Lange von 250 cm sowie einem Durchmesser von 4,6 mm ver-

wendet.

Untersucht wurden die Trennleistung von FlieBmittel I (MeOH/ Losung 1: EDTA, Eisessig,
Aqua tridest) und Variationen des HPLC- Programms IIT (LT FM ).
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Abb.7: HPLC-Chromatogramm von LTE,4 (27,5 pg/ml) mit FM I, Injektionsvolumen 5 pl

Abb.8: HPLC-Chromatogramm von LT-Gemisch (LTC4 = 17,5 pg/ml; LTD, = 18,0 ug/ml; LTE, =
18,5 pg/ml), Injektionsvolumen 10 pl

(Sdule: ODS-Hypersil Cg 3 pm 250 x 4,6 mm, Flussrate: 0,6 ml/min, FlieBmittel: MeOH/ EDTA 0,05
%, Eisessig 2,50 %, aqua tridest. 97,45 % Mischungsverhiltnis vgl. B.2.1.1.1, UV-Detektion bei 285

nm)

Bei der Messung des Leukotriens E; lag die durchschnittliche Retentionszeit bei

27,8 £0,10 min (n = 6).

Die Messung des Leukotrien-Gemisches zeigte eine Auftrennung in drei Peaks:

o Peak LTC, mit einer Retentionszeit 25,0 £ 1,44 min

o Peak LTD,4 mit einer Retentionszeit 27,6 = 0,01 min

e Peak LTE, mit einer Retentionszeit 27,8 £ 0,13 min

Unter diesen Bedingungen wurde jedoch keine Basislinientrennung von LTD4 und LTE, er-

reicht.

Um die Trennung der Leukotriene LTD,4 und LTE4 zu verbessern, wurden auf der Grundlage

der Methode III Verdnderungen im Programm vorgenommen.



43

Variationen der Methode II1:

Hier lag das Interesse auf der Basislinientrennung zwischen den beiden Leukotrienen LTD4

und LTE4 weshalb anschlieBend nur ein Gemisch aus LTD4 und LTE, vermessen wurde.

¢ Programm III.1

Dem Gradienten wurde ein zusétzliches Mischungsverhiltnis hinzugefiigt, wodurch ein Vier-

Stufen Gradient 60-65-70-85 (Progr.III.1 vgl. B.2.1.1.4) mit einer Messdauer von 50 Minuten

entstand.

20,0 AU

15,0 7: LTE

10,0 LT
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0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Abb.9: HPLC-Chromatogramm von LTD, (26,0 pg/ml) und LTE,4 (27,5 pg/ml), Injektionsvolumen 20
ul (Saule: ODS-Hypersil Cig 3 um 250 x 4,6 mm, Flussrate 0,6 ml/min, FlieBmittel: MeOH/EDTA
0,05 %, Eisessig 2,50 %, aqua tridest. 97,45 % Mischungsverhiltnis, UV-Detektion bei 285 nm)

Bei der Vermessung des Leukotrien Gemisches LTD,4 und LTE,4 ergab sich eine Auftrennung
in zwei Peaks (n = 2):

Peak LTD,4 mit einer Retentionszeit von 31,5 + 1,89 min.

Peak LTE, mit einer Retentionszeit von 33,7 = 1,98 min

Auch hier wurde jedoch keine Basislinientrennung der Peaks erreicht.
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¢ Programm II1.2

Im Vergleich zu Programm III.1 wurde versucht durch die Anderung des Gradienten eine
Basislinientrennung zu erreichen. Zu diesem Zweck wurde das LT-Gemisch mit dem HPLC-

Programm II1.2 (vgl. B.2.1.1.4) vermessen, bestehend aus einer Drei-Gradienten-Mischung.

100,0 AU
| LTE
80,0
60.0
1 L TD
40,0
20,0
I LTC
] min
T T ‘ T . T T ‘ T ‘ T T
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Abb.10: HPLC-Chromatogramm von LT-Gemisch (LTC, = 17,5 pg/ml, LTD, = 18,0 pg/ml;
LTE, = 18,5 pg/ml), Injektionsvolumen 20 ul (Sadule: ODS-Hypersil Cig 3 um 250 x 4,6 mm, Flussra-
te 0,6 ml/min, FlieBmittel: MeOH/EDTA 0,05 %, Eisessig 2,50 %, aqua tridest. 97,45 % Mischungs-
verhdltnis, UV-Detektion bei 285 nm)

Bei der Vermessung des Leukotrien-Gemisches ergab sich eine Auftrennung in drei Peaks:

Peak LTC, mit einer Retentionszeit von 34,8 £ 1,32 min.
Peak LTD,4 mit einer Retentionszeit von 37,3 + 1,80 min.
Peak LTE,4 mit einer Retentionszeit von 39,5 + 2,06 min
Der Peak bei 30,5 min hatte kein spezifisches UV-Spektrum, weshalb in diesem Fall von ei-

ner Verunreinigung ausgegangen wurde.
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Da die Methode I1I/Programm III.2 die besten Ergebnisse erzielte, verwendeten wir diese fiir

alle folgenden Untersuchungen.

C.1.1.2 Validierung der Methode

Bei der Validierung der Methode wurden die allgemeinen Empfehlungen zur Validierung
analytischer Verfahren insofern beriicksichtigt, als sie fiir fliissig-chromatographische Metho-

den von Belang sind.

Samtliche Versuche wurden mit Schwerpunkt auf LTC4 durchgefiihrt, um spéter einen direk-
ten Vergleich zu dem EIA-Kit der Firma Cayman Chemical und dem ELISA-Kit der Firma
Neogen ziehen zu konnen. Diese verwenden jeweils als Standard-Losung eine LTC4-Ver-

diinnung.

C.1.1.2.1 Préazision

Zuerst sollten als Mal} der Streuung die Standardabweichungen ermittelt werden. Die Repro-
duzierbarkeit wurde als Intra-Assay-Standardabweichung (Standardabweichung innerhalb
einer Messreihe) bestimmt. Die Reproduzierbarkeit der Retentionszeit als Intra-Assay-
Standardabweichung ergab einen Wert von 32,8 + 0,21 min (n = 10) fiir das Leukotrien C4
(Injektionsvolumen 5ul, LTC4 = 28,5 ug/ml). Das entspricht einer relativen Standardabwei-
chung von 2,04 % vom Mittelwert der Retentionszeit.

Als Inter-Assay-Standardabweichung ergab sich eine relative Standardabweichung von 4,14
% vom Mittelwert fir LTC,4 bei einer Retentionszeit von 31,9 = 0,76 min. Die Werte wurden
aus den einzelnen Mittelwerten errechnet. Mittels F-Test wurde auf Varianzhomogenitét ge-
priift und mit dem Student’s t-test iiberpriift, ob die Standardabweichungen aus den unter-

schiedlichen Messwertreihen vergleichbar waren.

Messung I [min] Messung II [min] Messung III [min]

32,2%0,19 30,4 +0,08 33,0£0,39

Tab. 4: Mittelwerte der Retentionszeiten von den Messungen I-III (n = 10, xt SE; Injektionsvolumen

5 ul; LTC, = 28,5 pg/ml)
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Die Inter-Assay-Standardabweichung der Retentionszeiten war erwartungsgemafl hoher als
die Intra-Assay-Standardabweichung. Die Retentionszeiten reagierten empfindlich gegeniiber
Verdnderungen innerhalb der Methode. Daraus resultierend musste auf eine sorgféltige Ein-

haltung der Methodenangaben geachtet werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

C.1.1.2.2 Linearitit

Um den Zusammenhang zwischen Messwerten und verschiedenen Konzentrationen zu ermit-
teln, wurde eine lineare Regression durchgefiihrt.
Die Voraussetzungen fiir die lineare Regression (Varianzhomogenitit und die Normalver-

teilung der Proben) waren erfiillt.

30

Flache [mAU*min]

T T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konzentration [ug/100pul]

Abb.11: Graph zur linearen Regression mit Vertrauensbereich
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Aus den Einzelwerten wurde eine lineare Kalibrierfunktion y = 52,4 x + 0,15 errechnet, die
das mathematische Modell des Zusammenhangs zwischen Messwert und Konzentration auf-
zeigen sollte. Der Korrelationskoeffizient betrug r = 0,998. Dies ldsst mit hoher Wahrschein-
lichkeit auf das Vorhandensein einer Linearitiit schlieBen. Zur weiteren Uberpriifung wurden

die dazu gehorigen Residuenabweichungen gebildet.
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Abb.12: Residuenplot der geordneten Einzelwerte gegen die Konzentration

Mit Hilfe des Residuenplots ist es nicht moglich eine eindeutige Aussage in Bezug auf die
Linearitit zu treffen. Daher fand eine Uberpriifung mit Hilfe der Varianzanalyse statt.

Mit den Kalibrierdaten wurde nun eine Varianzanalyse durchgefiihrt, um iiber den F-Test mit
der Summe der quadrierten Abweichung der Einzelwerte vom jeweiligen Mittelwert und der
Summe der quadrierten Abweichung der Mittelwerte von den ausgeglichenen Werten eine
Aussage zur Linearitét zu erhalten. Hierbei zeigte sich die Priifgroe kleiner als die Schranke
des F-Tests. Somit konnte Linearitit angenommen werden (Sachs 1984). Die Nullhypothese

H, (Varianzen sind nicht unterscheidbar) war ebenfalls anzunehmen.
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C.1.1.23 Richtigkeit

Fiir diese Uberpriifung wurde eine Sigma-Standardlosung mit bekannter Konzentration her-
gestellt und via HPLC vermessen. Das gleiche Verfahren wendeten wir fiir den EIA-Kit-Stan-
dard an. Da der EIA-Kit-Standard sehr geringe Substanzmengen enthielt und im Bereich der
Nachweisgrenze der HPLC lag, war eine exakte quantitative Aussage schwer moglich (eine
grolere Menge an EIA-Kit-Standard wire von Vorteil gewesen, war aber in unserem Fall
leider nicht vorhanden). Fiir die qualitative Aussage wurde eine Kit-Standard Losung mit dem
Sigma-Standard gespikt. Um die Richtigkeit zu iiberpriifen wurden die jeweiligen Retentions-

zeiten verglichen.

15,0mAU 59mAU
10, 104
LTC Sigma
50 5,01
LTC EIA Kit

00 o,&/WW

mi min

e e
26,0 30,0 34,0 38,0 41,0 26,0 30,0 34,0 38,0 41,0

Abb.13: Sigma-Standardldsung (0,6pg/ml) Abb.14: EIA-Kit-Standardlosung (0,03 pg/ml)
jeweils vermessen mit HPLC Programm III.2 (vgl. C.1.1.1)
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Abb.15: EIA- (0,03 pg/ml) und Sigma- (0,6ug/ml) Abb.16: Ubereinstimmung der Retentions-

Standardlosung;

zeiten der Standardlosungen;

jeweils vermessen mit HPLC-Programm IIL.2 (vgl. C.1.1.1)

Retentionszeit Flache Eingespritzte Menge
[min] [mAU*min] [ug/ml]
Sigma-Standardlosung 3450+0,21 | 3,61+0,24 0,60
EIA-Standardlésung 34,43+0,09 | 0,75£0,11 0,03
Sigma- + EIA-Standardlésung
Gemessen 3447+0,17 | 4,31+0,27 0,63
Soll 4,36 £0,35

Tab. 5: Vergleich der Sigma- und der EIA- Standardlésungen (n = 5)

Bedingt durch materielle Engpisse wurde notgedrungen ein Vielfaches an Sigma-Standard im
Vergleich mit den EIA-Standards
Standardverdiinnung mit der EIA-Losung konnte gezeigt werden, dass die Peaks identische
Retentionszeiten aufwiesen. Die Gesamtfliche wich um nur 0,05 mAU*min von dem errech-

neten Soll-Wert ab. Nach Uberpriifung mit Hilfe des t-Tests bestitigten sich die Ergebnisse

als richtig (n =5; Wahrscheinlichkeit 95%).

eingespritzt.

Durch das Spiken der
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Abb.17: UV-Absorptionsspektrum Vergleich: LTC, und Spike-Losung (EIA-Standardlésung)
Auch iiber den Vergleich der UV-Spektren war eine Identifizierung moglich und die Richtig-

keit der HPLC-Methode mit diesem Ergebnis wurde bestitigt. Das UV-Spektrum der EIA-

Standardlésung wird auf Grund geringerer Probenmenge insgesamt flacher.

C.1.1.24 Robustheit

Im Bezug auf eine quantitative Bestimmung wurde die Peakfldche und im Hinblick auf den

qualitativen Nachweis die Retentionszeit untersucht.

Anderung des Wellenliingenmaximums Amax

Es wurden Messungen bei den Wellenldngen Am. = 283 nm und A = 285 nm vorgenom-

men und die Ergebnisse verglichen.

Weder bei der Retentionszeit noch bei der Fliche kam es durch die Verdnderung der Wellen-

lange zu einem signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Messwerten. Eine Aus-
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nahme bildete das LTCy; hier zeigte sich eine signifikante Erhohung der Retentionszeit (36,3
10,14 vs 34,9 £ 0,22 min; p < 0,05).
Die Wahrscheinlichkeit wurde auf die Wellenldnge An.x = 285 nm berechnet. Der Fluss be-

trug bei dieser Messung 0,5 ml/min.

Aus den Messungen ergab sich der Schluss, dass geringfiigige Schwankungen einzelner UV-

Lampen des HPLC-Detektors keine Auswirkungen auf die quantitative Auswertung haben.
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Abb.18: Retentionszeit der Cysteinyl-Leukotriene bei den Wellenldnge 285 nm und 283 nm

(n=3; xt SE). Einspritzvolumen je Leukotrien 30 pl; Programm II1.2 (Vgl. C.1.1.1)
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Abb.19: Fliche der Cysteinyl-Leukotriene bei den Wellenldnge 285 nm und 283 nm (n = 3; xt SE)
Einspritzvolumen je Leukotrien 30 pl; Programm III.2 (Vgl. C.1.1.1)

Anderung der Flussrate

Die Auswirkung auf die Parameter Retentionszeit und Fliche wurde nach Reduktion des
Flusses von 0,6 ml/min auf 0,5 ml/min untersucht.

Wie zu erwarten dnderten sich die Retentionszeiten signifikant bei den einzelnen Leukotrie-
nen. Die Anderung der Fliche von LTD,4 und LTE, wurde so nicht erwartet. Daraus ldsst sich

ableiten, dass der Fluss wihrend einer Studienmessung genau eingehalten werden sollte.
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Bei allen Leukotrienen zeigte sich eine signifikante Erhohung der Retentionszeit:

o LTC4: 31,810,31 vs 35,3 +0,22 min, p<0,01;
e LTD4:37,9+%0,41 vs 40,5 £ 0,26 min, p < 0,05;
e LTE4: 38,8 £0,26 vs 41,2 + 0,24 min, p < 0,01.
Bei den Flichen kam es bei LTD4 (19,5 £ 0,69 vs 25,0 + 0,39 mAU*min; p < 0,05) und bei
LTE, (21,6 £ 0,45 vs 27,5 £ 0,30 mAU*min, p < 0,01) zu einer signifikanten Erniedrigung.
Die Fliche des LTC,4 veridnderte sich nicht signifikant (17,0 = 0,15 vs 16,9 £ 0,64 mAU*min,

n.s.). Die Wahrscheinlichkeit wurde auf den Fluss von 0,5 ml/min berechnet.
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Abb.20: Retentionszeit der Cysteinyl-Leukotriene bei einer Flussverdnderung von Fluss 0,6 ml/min

auf 0,5 ml/min (n = 3; xt SE), Einspritzvolumen je Leukotrien 30 pl; Programm III1.2 (Vgl. C.1.1.1)
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Abb.21: Flache der Cysteinyl-Leukotriene bei einer Flussverinderung von Fluss 0,6 ml/min auf 0,5

ml/min (n =3, xt SE), Einspritzvolumen je Leukotrien 30 ul; Programm IIL.2 (Vgl. C.1.1.1)

Anderung des pH-Wertes des FlieBmittels

Auf Grund der chemischen Struktur der Cysteinyl-Leukotriene kann eine Abhéngigkeit vom

pH-Wert erwartet werden, insbesondere in Bezug auf die Retentionszeit.

Wie erwartet unterschieden sich die Retentionszeiten der einzelnen Leukotriene durch die
Anderung des FlieBmittel-pH-Wertes bei pH = 3,4 und pH = 5,0 jeweils signifikant von jenen,
die bei pH = 4,5 erhalten wurden. Eine nicht vorhersehbare Ausnahme war die Retentionszeit
von LTC4 bei einem pH-Wert von 5,0 (29,4 £ 0,64 vs 32,2 = 0,05 min; n.s.). Damit zeigten

die Retentionszeiten bis auf eine Ausnahme eine deutliche Abhédngigkeit vom pH-Wert.
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x * SE) Einspritzvolumen je Leukotrien 10 pl; Programm II1.2 (Vgl. C.1.1.1)

Abb.22: Finfluss des pH-Wertes des FlieBmittels auf die Retentionszeiten der Cys-Leukotriene (n

Abb.23: Einfluss des pH-Wertes des FlieBmittels auf die Flache der Cys-Leukotriene (n = 5; x+* SE)

Einspritzvolumen je Leukotrien 10 pl; Programm 1.2 (Vgl. C.1.1.1)
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Leukotrien Cy4 Retentionszeit Wahrscheinlich  Fliche Wahrschein-
[min] keit [min*AU] lichkeit

pH 3,5 39,9 £0,03 p < 0,001 4.4 +0,25 n.s.

pH 4,5 32,2+£0,05 6,31+0,14

pH 5,0 29,4 £ 0,64 n.s. 59+0,12 n.s.

Leukotrien D4

pH 3,5 50,8 £ 0,01 p < 0,001 9,1 £0,41 n.s.

pH 4,5 37,31£0,24 9,7 £0,06

pH 5,0 33,5+£0,19 p<0,05 9,1+0,23 n.s

Leukotrien E4

pH 3,5 52,6 £0,21 p < 0,001 109+0,27 ns

pH 4,5 38,5+0,10 8,8 £0,08

pH 5,0 34,8 £0,10 p< 0,01 9,710,25 n.s

Tab.6: Abhingigkeit der Retentionszeit bzw. der Fliche von dem pH-Wert des FlieBmittels (n

=5; x+ SE). Die Wahrscheinlichkeit wurde jeweils auf den pH-Wert von 4,5 bezogen.

Der pH-Wert beeinflusst nur die Retentionszeit, nicht aber die Fliche. Die Anderung der Re-
tentionszeit ist auf Grund der Struktur der Cysteinyl-Leukotriene zu erwarten. Da keine Ande-

rung der Flidche auftritt muss gefolgert werden, dass die einzelnen Leukotriene wihrend der

Messung nicht zerfallen oder metabolisiert werden.

Anderung des Losungsmittels

Es wurden die Leukotriene LTC4 und LTE, in FlieBmittel oder in der Zellsuspension (vgl.
B.2.1.3.2) aufgenommen bzw. verdiinnt. Die Messung wurde mit einer Flussrate von 0,6

ml/min durchgefiihrt, das Injektionsvolumen betrug 20 pl.
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Bei LTC,4 betrug die Retentionszeit 30,5 = 0,07 min und die Fliche 10,5 + 0,72 min*AU,
wenn in der Zellsuspension vermessen wurde. Beim Vermessen des LTCy4 in FlieBmittel be-
trug die Retentionszeit 30,4 £ 0,31 min und die Fliche 9,1 + 1,23 min*AU.

Die Retentionszeit bei LTE4 betrug 37,6 £ 0,17 min und die Fliache 16,1 £ 0,42 min*AU,
wenn in der Zellsuspension vermessen wurde. Aus der Messung des LTE, in FlieBmittel re-
sultierte die Retentionszeit 36,6 *+ 0,14 min und die Fliache 15,7 £ 0,72 min*AU.

Somit unterschieden sich die Retentionszeiten nicht signifikant und auch die Fldachen zeigten
keinen signifikanten Unterschied.

Es besteht keine Abhéngigkeit der Fliachen bzw. der Retentionszeit beziiglich dieser Verdiin-

nungslosungen. Es kommt zu keiner Metabolisierung der Untersuchungssubstanzen.
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Abb.24: Retentionszeiten bei unterschiedlichen Verdiinnungsmitteln (Zellsuspension oder FM) Ein-

spritzvolumen je Leukotrien 10 ul; Programm IIL.2 (Vgl. C.1.1.1)
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Abb.25: Fliche bei unterschiedlichen Verdiinnungsmitteln (Zellsuspension oder FM) Einspritz-
volumen je Leukotrien 10 ul; Programm IIL.2 (Vgl. C.1.1.1)

C.1.1.2.5 Selektivitit und Spezifitit

Selektivitit:

Die Peakreinheit sowie die Identitit der Peaks lassen sich mit Hilfe eines Photodiodenarray-
Detektors iiberpriifen. Die Identitdt wurde iiber den Vergleich von Retentionszeiten und UV-
Spektrum bestitigt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die UV-Spektren von LTC4,
LTD4 und LTE,4 sehr dhnlich sind und nur geringe Unterschiede bei den Maxima zu finden
waren. Eine eindeutige Unterscheidung oder Identifizierung gelang nur bei Vergleich der Re-

tentionszeiten und zusitzlichem Spiken der Reinsubstanz.
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Abb.26: UV-Absorptionsspektrum von Leukotrien E, (27,5 ul/ml) (A), Leukotrien C4 (25,5 pug/ml)
(B), Leukotrien B, (25,5ug/ml) (C), Leukotrien D4 (26,0 pg/ml) (D) jeweils in Methanol/H,O (70/30);

Injektionsvolumen 10ul A und B, 20ul C und D, Programm IIL.2 (Vgl. C.1.1.1)

Die Maxima der Cysteinyl-Leukotriene stellten sich wie folgt dar:

LTB4 bei 273,3 nm, LTC4 bei 284,1 nm, LTD,4 bei 283,1 nm und LTE,4 bei 283,6 nm.
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Spezifitiit:

Die Verwechslung mit dem Leukotrien By war auszuschlieBen, da dies ein Maximum bei
273,3 nm zeigte. Auch eine Verwechslung mit weiteren Arachidonsdure-Metaboliten wie
5-HETE, dem 12-HETE und dem 15-HETE war auf Grund der UV-Spektren auszuschlieen
(5-HETE: Apax = 236,4 nm; 12-HETE: Anax = 237,4 nm; 15-HETE: Anax = 236,5 nm).
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Abb.27: UV-Absorptionsspektrum von 5-HETE (20,5 pg/ml) in Methanol/H,O (70/30); Injektionsvo-
lumen 10 pl, Programm II1.2 (Vgl. C.1.1.1)

Unter Beriicksichtigung der oben genannten Ahnlichkeiten war unter Verwendung der HPLC
sowohl bei der Spezifitit, als auch bei der Selektivitit ein zufriedenstellendes Ergebnis erziel-

bar.

C.1.1.2.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Diese zwei Werte sind fiir jede Methode interessante Parameter, da iiber diese Werte die

Messgrenzen bestimmt werden und so ein direkter Methodenvergleich moglich wird.
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Nachweisgrenze

Die Messungen ergaben fiir das Leukotrien C4 den Wert 22,2 ng/ml, fiir LTD,4 20,3 ng/ml und
fiir LTE4 19,5 ng/ml.

25

20

15

Konzentration [ng/ml]

LTC, LTD, LTE

Abb.28: Nachweisgrenze der Cys-Leukotriene; Injektionsvolumen 10ul, Programm III.2 (vgl. C.1.1.1)

Bestimmungsgrenze

Die Berechnung unter Einbezug des Grundrauschens der HPLC-Anlage ergab fiir das Leukot-
rien C4 den Wert 66,6 ng/ml, fiir LTD4 60,9 ng/ml und fiir LTE4 58,5 ng/ml.
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Abb.29: Bestimmungsgrenze der Cys-Leukotriene; Injektionsvolumen 10ul, Programm IIL.2 (vgl.
C.1.1.1)
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C.1.2 Messungen mittels Assays

Bei der Uberpriifung der Richtigkeit der HPLC-Methode traten UnregelmiBigkeiten des EIA-

Kits der Firma Cayman Chemical auf. Daraus resultierten die folgenden Untersuchungen.

C.1.2.1 EIA-KIT der Firma Cayman Chemical

Die folgenden Untersuchen iiberpriifen die Richtigkeit der kommerziell erhéltlichen Methode.

Es wurden zwei Kit-Chargen zur Bestimmung der Konzentration der Leukotriene verwendet.
Bei Messungen mit der ersten Charge des EIA-Kits der Firma Cayman Chemical fiel auf, dass
die Werte der einzelnen Standardlésungen, die in den Kits mitgeliefert wurden, mit den im
Kit vermessenen Sigma-Standardlosungen (externe Standardlosung) nicht iibereinstimmten.
Beim Vermessen der Sigma-Standardlésung und der Cayman-Standardlosung (mitgelieferte
Standardlosung) kam es trotz theoretisch gleichen Gehaltes zu keinen iibereinstimmenden
Messwerten. Fiir die Cayman-Standardlésung waren die Daten um den Faktor zehn hoher als
die Werte der Sigma-Standardlosung; in diesem Fall wurde von der Richtigkeit des Sigma-

Standards ausgegangen.
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Abb.30: Charge A: Prozentuale Tracerbindung in Abhéngigkeit von der Leukotrienkonzentration,

Werte des Sigma-Standards (externer Standard) und des Cayman-Standards

Gemil den oben aufgefiihrten Ergebnissen forderten wir eine neue Charge (Charge B) des

Kits von der Firma Cayman Chemical an und wiederholten die oben beschriebene Messung.
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Die darauf folgende Messung der Charge B zeigte keine signifikanten Abweichungen zwi-
schen den einzelnen Standardlésungen der Firma Sigma (externer Standard) und der Firma

Cayman Chemical.
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Abb.31: Charge B: Prozentuale Tracerbindung in Abhingigkeit von der Leukotrienkonzentration,
Werte des Sigma-Standards und des Cayman-Standards.
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C.1.2.2 ELISA-KIT der Firma Neogen

Es stellte sich nun die Frage nach der Richtigkeit der Kits, daher wurde die gleiche Messung
mit einem neuen ELISA Kit der Firma Neogen (Vergleich Sigma- mit Kit-Standardlosung)

durchgefiihrt.
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Abb.32: Prozentuale Tracerbindung in Abhéngigkeit von der Leukotrienkonzentration, Werte des

Sigma-Standards und des Neogen-Standards

Der ELISA-Kit der Firma Neogen wies ebenfalls eine Abweichung des mitgelieferten Stan-
dards vom theoretischen Wert auf. Fiir den Standard der Firma Sigma wurde im Rahmen der
Messung ein kleinerer Wert erhalten als fiir den Standard der Firma Neogen. Die Abweichung

war allerdings wesentlich geringer als bei der Charge A des EIA-Kits (Cayman Chemical).
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C.13 Probenaufarbeitung mit der Sep-Pak®

C.1.3.1 Vergleich unterschiedlicher Methoden

Die einzelnen Methoden (vgl. B.2.1.1.2) wurden nacheinander durchgefiihrt und die Ergeb-
nisse verglichen. Zwischen der Sep—Pak®—Methode Nr.1 und den anderen Methoden zeigte

sich bei der Wiederfindung jeweils ein signifikanter Unterschied.

Methode Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4
Wiederfindung 78,9 +2.21 49,1 £4,22 67,3 £2,52 46,5 + 6,59
[%] p < 0,001 p<0,01 p<0,01

Tab.7: Vergleich der Wiederfindung der einzelnen Sep-Pak®-Methoden. Die Berechnung der Wahr-

scheinlichkeit bezieht sich auf die Methode Nr.1 (n =6, ; + SE); aufgetragenes Volumen 10 pl LTC,.

100

80 -
® T
=
2 60| Z
5 T _
<
% 1
.—03 40 A
=

20

0
Nr.2 Nr.3 Nr.4

Abb.33: Vergleich der Wiederfindung bei den unterschiedlichen Sep-Pak®-Methoden (n = 6, xt SE)
Aufgetragenes Volumen 10 pl LTC,.
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Die Methode Nr.1 lieferte das beste Ergebnis und folglich fiihrten wir die weiteren Versuche
mit dieser Methode durch.
Um festzustellen, bei welchen Schritten ein Verlust der Probensubstanz auftrat, wurden wei-

tere Untersuchungen mit der Sep—Pak®—Methode Nr.1 durchgefiihrt.

C.1.3.2 Unterschiedliche Elutionsmittel

Hierbei untersuchten wir, ob durch unterschiedliche Elutionsmittel die Wiederfindungsrate
optimiert werden kann. Sowohl das Elutionsmittel selbst als auch die Elutionsvolumina wur-
den variiert. Dazu wurde eine Probenkonzentration von 55,0 ug/ml LTC, auf die Sep—Pak®—
Kartuschen aufgetragen. Die Probe wurde mit unterschiedlichen Elutionsmitteln von der Siu-
le eluiert, im IR-Dancer getrocknet und anschlieBend mit einem Methanol/Wasser-Gemisch
(70:30) wieder in Losung gebracht. Wir verwendeten als Elutionsmittel Methanol, Ethanol
und ein Ethanol/Wasser-Gemisch (90:10).
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Abb.34: Vergleich der Wiederfindung bei unterschiedlichen Elutionsmitteln bzw. -volumina

mit Sep-Pak®-Methode Nr.1. (n = 6, x * SE)
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Zwischen den einzelnen Methoden ergab sich nur eine signifikante Verschlechterung bei der
Elution mit 5 ml EtOH im Vergleich zu der Elution 10 ml EtOH/H,O (38,5 + 2,13 vs 76,2
4,77 %; p < 0,05).

Die anderen Methoden zeigten im Vergleich zur Elution mit dem Gemisch 10 ml EtOH/H,0O

keine signifikanten Unterschiede:

MeOH 5 ml: 77,1 £5,86 vs 76,2+ 4,77 %; n.s.
MeOH 10 ml: 80,6 £ 6,95 vs 76,2 + 4,77 %; n.s.

Die klinischen Versuche wurden mit dem Gemisch EtOH/H,O als Elutionsmittel durchge-

fiihrt, das ebenfalls fiir die Kit-Bearbeitung vorgeschrieben wurde.

C.1.33 Instabilitiit der Leukotriene unter IR-Trocknung

Um die Frage zu kldren, wie groB3 der Verlust an Leukotrienen durch das Trocknen der Proben
sei, das nach der Aufreinigung iiber die Sep—Pak®—Kartuschen notwendig ist, wurde die fol-
gende Versuchsreihe durchgefiihrt. Auf Grund der chemischen Struktur der Cysteinyl-
Leukotriene wire ein Zerfall der Substanzen durch die IR-Trocknung zu erwarten.

Es wurde jeweils eine Leukotrien-Losung (LTC,4, LTDy4, LTE4: 55 pg/ml) mit 150 ul EIA
verdiinnt (= LT). Weitere Proben (mit der gleichen Mengen an LTC,, LTD4, LTE4) wurden
mit 10 ml EtOH/H,O-Gemisch (90/10) aufgefiillt und alle Proben unter Vakuum im IR-Dan-
cer getrocknet. AnschlieBend erfolgte die Wiederaufnahme mit 150 ul EIA-Puffer und das
Einspritzen in die HPLC (= LT trocken). Die Werte zwischen LT trocken und LT waren nur
beim Leukotrien C4 schwach signifikant erniedrigt (6,7 = 0,48 vs 9,8 + 0,36 min*AU; p <
0,01). Bei dem Leukotrien E4 (14,5 = 0,5 vs 16,0 £ 0,55 min*AU; n.s.) und dem Leukotrien

D4 (12,6 £ 0,35 vs 14,6 £ 1,36 min*AU; n.s.) war kein signifikanter Unterschied festzustellen.
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Abb.35: Fliche der Leukotriene LTC,, LTD, und LTE, , 150 ul Elutionsvolumen (n = 6, ;c + SE)

Auf Grund ihrer Triengruppe weist die Gruppe der Leukotriene eine hohe Instabilitit auf.
Dennoch waren die untersuchten Leukotriene unter der IR-Trocknung ausreichend stabil. Le-
diglich bei LTC, zeigt sich eine wenn auch nur schwach signifikante Erniedrigung der
Leukotrienfliche.

Daher wurde keine Anderung in der klinischen Durchfiihrung notwendig und es wurde unter

den bisherigen Bedingungen weitergearbeitet.
C.1.34 Unterschiedliche Losungsvolumina

Die im IR-Dancer getrockneten Proben mussten fiir die Vermessung in der HPLC wieder in
Losung gebracht werden. Zu diesem Zweck untersuchten wir, welche Menge an Losungsmit-
tel notwendig war, um die beste Wiederfindungsrate zu erzielen. Ausgehend vom bisherigen

Losungsvolumen von 150 pl wurden die Losungsvolumina 85 pl, 300 pl und 450 pl getestet.
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Als Probe wurde LTC,4 (10 pl) auf die Sep—Pak® aufgetragen, mit 5 ml MeOH eluiert und im
IR-Dancer unter Vakuum getrocknet. Die getrocknete Substanz wurde anschlieBend in EIA-

Puffer gelost und mit der HPLC vermessen.
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Abb.36: Vergleich der unterschiedlichen Losungsvolumina (85 ul, 150 pl, 300 ul und 450 ul EIA-Puf-

fer) (n = 6, x+ SE)

Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Volumina 85 ul (42,7 £ 4,21 vs 65,0
t+ 1,14 %; n.s.) und 300 ul (68,1 £ 3,21 vs 65,0 = 1,14 %; n.s.) EIA-Puffer, bezogen auf 150
ul auf. Die Proben mit 450 ul EIA-Puffer waren signifikant erhoht (98,2 + 1,87 vs 65,0 = 1,14
90; p<0,01).

Auf Grund dieses Ergebnisses wurde bei den folgenden klinischen Untersuchungen die ge-

trocknete Substanz jeweils mit 450 ul EIA-Puffer in Losung gebracht.
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C.14 Stimulationsversuche

Vor der klinischen Studie musste zunichst untersucht werden, unter welchen Bedingungen
die groBte Leukotrienbildung/-freisetzung aus den PBL stimuliert werden kann. Im folgenden
Kapitel wird beschrieben, welche Auswirkungen verschiedene Stimulationsbedingungen auf
den Leukotriengehalt haben. Die wesentlichen Faktoren Art der Stimulationsreagenzien
und Stimulationszeit wurden zunichst niher untersucht. Als weitere Einflussfaktoren auf die
Leukotrienbildung/-freisetzung untersuchten wir auch die Anderung der Zellzahl und den

Calcium-Gehalt des Puffers.

C.14.1 Einfluss der Stimulationsreagenzien

Cl4.11 Stimulation mit Melittin

Die Konzentration des zugegebenen Melittins variierte von 0,7 bis 10,5 uM. Wie auch in den
ibrigen Stimulationsversuchen betrug die Inkubationszeit 5 bzw. 15 Minuten.

Vor allem bei einer Inkubationszeit von 15 Minuten zeigte sich eine signifikante Erhohung

bezogen auf den Basalwert.

Konz. 0,00 0,70 1,75 2,10 3,50 5,25 7,00 10,50
Melittin | (basaler
[uM] | Wert)

Stimula- | 0,1 £ 0,5+ 0,2+ 0,2+ 0,3+ 0,1+ 0,1+ 0,1+
tionszeit | 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01
5 min p< p< p< p< n.s. n.s. n.s.

0,001 0,01 0,01 0,01

Stimula-| 0,1+ 1,2+ 0,4+ 0,3+ 0,3+ 0,2+ 0,2+ 0,2+

tionszeit | 0,02 0,24 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,02
15 min p< p< p< p< p< p< p<

0,05 0,001 0,05 0,001 0,05 0,001 0,05

Tab.8: Leukotriengehalt nach Stimulation mit Melittin bei den Inkubationszeiten 5 oder 15 Minuten in

pmol/10° Zellen (n = 6; x * SE)
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Abb.37: Abhingigkeit des Leukotrien-Gehaltes [pmol/10° Zellen] von der Melittinkonzentration bei

Inkubationszeiten von 5 bzw. 15 Minuten (n = 6, ;i SE)

Bei der Stimulation mit Melittin zeigte sich eine maximale Stimulierbarkeit bei einer Stimula-
tionskonzentration von 0,70 uM. Die Inkubationszeit spielte vor allem beim Maximum eine
Rolle, in den anderen Bereichen kam es zu keinen auffilligen Unterschieden.

Es stellte sich nun die Frage, ob sich ein Unterschied zwischen spezifischem Allergen (Melit-
tin) und einem unspezifischen IgE-Antikorper im Bezug auf die Stimulation von Cysteinyl-

Leukotrienen zeigt.
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C.14.1.2 Stimulation mit Anti-IgE

Fiir die Stimulation setzten wir den Zellsuspensionen zwischen 25 pl und 400 ul einer 1:1000
Verdiinnung des Anti-IgE-Serums vom Kaninchen mit einer Proteinkonzentration von 8,3 g/l
zu. Die Inkubationszeit betrug entweder 5 oder 15 Minuten.

Sowohl bei der Inkubationszeit von 5 Minuten als auch bei der Inkubationszeit von 15 Minu-
ten erhohten sich die Werte signifikant, bezogen auf den Basalwert. Ein Maximum wie bei

der Stimulation mit Melittin bildete sich nicht.

Konz 0,0 0,2 0,3 0,4 0,6 1,2 2,1 33
Anti-IgE | (ba-

[ug/l] | saler
Wert)

Stimula- | 0,2 £ 0,7+ 0,5+ 0,5+ 0,4+ 0,4+ 0,7+% 0,5+

tionszeit | 0,04 0,08 0,03 0,03 0,01 0,01 0,07 0,02
5 min p< p< p< p< p< p< p<

0,01 0,01 0,01 0,001 0,001 0,01 0,001

Stimula- | 02+ | 24% 2,6+ 2,0+ 2,6 2,1 % 2,1 % 2,0%
tionszeit | 0,01 0,04 0,10 0,10 0,10 0,08 0,08 0,08
15 min p< p< p< p< p< p< p<

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab.9: Leukotriengehalt nach Stimulation mit Anti-IgE bei den Inkubationszeiten 5 oder 15 Minuten

in pmol/10° Zellen (n = 6; x + SE)
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Abb.38: Abhingigkeit des Leukotrien-Gehaltes von unterschiedlichen Anti-IgE Konzentrationen bei

den Inkubationszeiten 5 bzw. 15 Minuten [pmol/ 10° Zellen] (n = 6; ; * SE)

Bei der Stimulation mit dem unspezifischen Allergen zeigte sich keine Abhingigkeit von der
eingesetzten Konzentration des IgE-Antikorpers. Die Inkubationszeit nahm aber Einfluss auf
die gebildete Menge an Cys-Leukotrienen. Bei einer Inkubationszeit von 15 Minuten bildete

sich im Vergleich zu einer Stimulationszeit von 5 Minuten die vierfache Menge an Cys-

Leukotrienen.
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C.14.13 Stimulation mit Calcium-Ionophor A23187

Nachdem sich bei den bisherigen Stimulationsreagenzien nur geringe Mengen an Leukotrie-
nen gebildet hatten, versuchten wir mit einem Calcium-Ionophor auf einem weiteren Weg die
Leukotrienproduktion/-freisetzung auszuldsen.

Bei den folgenden Versuchsansidtzen wurde der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen
des Calcium-Ionophors A23187 auf die Leukotrienbildung von PBL untersucht. Es wurden
jeweils 3 x 10° Zellen/ml fiinf bzw. 15 Minuten lang inkubiert und die Reaktion mit kaltem
Methanol gestoppt. Es zeigte sich mit Ausnahme der Stimulationszeit von 15 Minuten und
einer Konzentration von 0,2 uM A23187 jeweils eine signifikante Erhohung der Werte im

Vergleich zu den Basalwerten.

Konz. 0,0 0,2 0,5 0,8 1,0 1,2 2,0 3,0
A23187 | (basaler
[umol/l] | Wert)

Stimula- | 1,8+ 285+ | 37,6 | 63,0+ | 822% | 99,1+ | 1582+ | 1593 £

tionszeit | 0,09 0,17 1,92 0,30 7,50 0,85 1,46 0,53
5 min p< p< p< p< p< p< p<

0,001 0,001 0,001 0,01 0,001 0,001 0,001

Stimula- | 1,7 % 1,8 £ 6,8 £ 11,7 £ 164+ | 435+ | 392+ | 303+
tionszeit | 0,03 0,01 0,12 0,34 0,20 0,15 0,56 0,29
15 min n.s. p< p< p< p< p< p<

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab.10: Leukotriengehalt nach Stimulation mit Calcium-Ionophor nach Inkubationszeiten von fiinf

und 15 Minuten in pmol/ 10° Zellen (n=6; ;i SE;)
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Abb.39: Abhingigkeit des Leukotrien-Gehaltes von der Konzentration an Calcium-Ionophor bei den

Inkubationszeiten fiinf und 15 Minuten in pmol/ 10°Zellen (n=06; ;i SE,).

Der Versuch ergab eine zeitliche Abhingigkeit bei der Stimulation mit A23187. Die Stimula-
tion mit dem Calcium-Ionophor bei fiinfminiitiger Inkubation zeigte kein Maximum der gebil-
deten Leukotrienmenge, aber ein Plateau. Mit zunehmender Konzentration von A23187 stieg
der gesamte Leukotriengehalt an und bildete ein Plateau ab einer Konzentration von 2,0 uM
A23187. Bei der kiirzeren Inkubationszeit war der Leukotriengehalt der Zellen groBer als bei
der lidngeren. Hier entwickelte sich eine maximale Leukotrienmenge von 43,5 * 0,15
pmol/10° Zellen bei einer Stimulationskonzentration von 1,2 uM A23187. Dieses Maximum
war um ein vielfaches niedriger als der vergleichbare Gehalt bei einer Inkubationszeit von
fiinf Minuten. Es kam zu einer deutlich gesteigerten Leukotrienausschiittung im Vergleich zur

Stimulation mit Melittin oder Anti-IgE.
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C.14.14 Stimulation mit A23187 und Arachidonsiaure

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde analysiert, ob durch die Zugabe von Arachidonsdure
eine Erhohung des gebildeten Leukotrien-Gehaltes bewirkt werden kann und ob eine Konzen-
trationsabhéngigkeit besteht. Der Zellsuspension wurden jeweils 1,2 uM A23187 hinzugefiigt.
Die Konzentration der zugegebenen Arachidonsdure variierte zwischen 0,25 uM und 5,00
uM. Die Inkubationszeit betrug entweder fiinf oder 15 Minuten. Die Ergebnisse zeigten unter

diesen Stimulationsbedingungen signifikant erhohte Werte im Vergleich zu den Basalwerten.

Konz.an| 0,00 0,25 0,63 1,00 1,25 2,00 3,75 5,00
AA (basaler
[umol/l] | Wert)

Stimula- | 1,9+ 66,8+ | 583+% | 41,6+ | 50,1+ | 473£ | 433+ | 40,5+

tionszeit | 0,12 2,05 1,56 0,13 0,62 0,78 0,25 0,44
5 min p< p< p< p< p< p< p<

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Stimula- | 19+ 10,3+ | 138+ | 11,2+ | 389+ | 51,2+ | 753+ | 643 =%
tionszeit | (0,12 0,48 0,17 0,18 2,29 0,93 5,65 2,90
15 min p< p< p< p< p< p< p<

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,01 0,01

Tab.11: Leukotriengehalt nach Stimulation mit A23187 (1,2 uM) und einer variierenden Konzentra-

tion der Arachidonsdure bei den Inkubationszeiten fiinf oder 15 Minuten in pmol/ 10° Zellen (n = 6;

X+ SE)
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Abb.40: Abhingigkeit des Leukotrien-Gehaltes [pmol/10° Zellen] von der Arachidonsiure-Konzentra-

tion in Anwesenheit von A23187 (1,2 uM) bei Inkubationszeiten von 5 und 15 Minuten (n = 6; ;i

SE)

Die Stimulation mit dem Calcium-Ionophor plus Arachidonsidure zeigte eine Abhingigkeit
von Stimulationszeit und -konzentration. Bei fiinfminiitiger Inkubation nahm die Leukotrien-
menge mit steigender Konzentration der zugegebenen Arachidonsdure ab. Der Leuko-
triengehalt war deutlich geringer als bei der alleinigen Stimulation mit A23187. Bei einer In-
kubationszeit von 15 Minuten bildete sich bei der Zugabe von 3,75 uM AA ein Maximum.

Hier war der Leukotriengehalt bei alleiniger Stimulation mit A23187 wesentlich geringer.
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C.14.1.5 Bewertung der Stimulationsreagenzien

Die stimulierte Menge an Leukotrienen, angeregt durch

¢ cin spezifisches Allergen (Melittin)
¢ cinen unspezifischen IgE-Antikorper
e das Calcium-lonophor A23187 und

¢ cine Kombination von Calcium-Ionophor und Arachidonséure,

ist konzentrations- und zeitabhéngig.

Dabei fiihrte die Stimulation mit dem Calcium-Ionophor bei 5-miniitiger Stimulationszeit zur
groBten Cysteinyl-Leukotrienmenge. Das spezifische sowie das unspezifische Allergen bilde-
ten deutlich weniger Leukotriene als das Calcium-Ionophor bzw. die Kombination Ionophor
und Arachidonsiure.

Bei der klinischen Untersuchung wurde die Stimulation mit unspezifischem IgE-Antikorper
und spezifischem Allergen (Melittin) auf Grund der zu geringen Stimulierbarkeit der Leu-
kotrienmenge nicht weiter beriicksichtigt.

Fiir die Stimulation mit Calcium-Ionophor wurde eine Konzentration von 1,2 uM gewihlt, da
bei dieser Konzentration bei beiden Inkubationszeiten eine deutliche Erhohung des Leuko-
triengehaltes zu beobachten war. Fiir die Stimulation mit A23187 in Kombination mit Arachi-
donsiure wurde aus den gleichen Uberlegungen heraus eine Konzentration von 2,0 uM AA

und 1,2 uM A23187 eingesetzt.
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Abb. 41: Vergleich der Stimulationsreagenzien

C.14.2 Einfluss der Stimulationszeit

Die vorherigen Untersuchungen zeigten eine Zeitabhingigkeit der Stimulation. Bei den fol-
genden Untersuchungen wollten wir feststellen ob ein mathematischer Zusammenhang zwi-
schen Stimulationszeit und gebildeter Leukotrienmenge besteht. Aus theoretischen Uber-
legungen konnte ein linearer Zusammenhang moglich sein. Die Zellsuspensionen wurden 5,0
bis 30,0 Minuten mit 1,2 pumol/l A23187 inkubiert. Dieser Einfluss der Inkubationszeit wurde
auch bei den Stimulationsversuchen mit 0,7 uM Melittin, 0,4 pg/ml IgE und 1,2 uM A23187

plus 2,0 uM Arachidonsdure untersucht. Als basaler Leukotriengehalt wurde hierbei derjenige
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Gehalt angesehen, der in den Zellen zum Zeitpunkt Null Minuten ohne Zusatz von Reagenzi-

en vorlag.

Bei den Stimulationsversuchen mit A23187 und der Kombination von A23187 und Arachi-

donsédure erhohten sich die Werte ab einer Inkubationszeit von 5,0 Minuten signifikant. Bei

der Stimulation mit Melittin erfolgte eine signifikante Erhéhung der Basalwerte ab einer Sti-

mulationszeit von 7,5 Minuten. Bei der Stimulation mit Anti-IgE zeigten sich erst ab einer

Stimulationszeit von 10,0 Minuten signifikant erhohte Werte.

Zeit 0,0 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 20,0 30,0
[min] (basaler
Wert)
A23 0,5+ 745+ | 334+ | 473+ | 529+ | 523+ | 682+ | 340+
0,15 0,14 2,81 1,58 2,07 3,59 4,96 5,65
p< p< p< p< p< p< p<
0,001 0,01 0,001 0,001 0,001 0,001 0,01
A23AA | 05+ 585+ | 63,8+ | 428+ | 552+ | 563+ | 648+t | 573%
0,07 7,82 3,15 4,11 2,88 4,78 0,71 2,15
p< p< p< p< p< p< p<
0,01 0,001 0,01 0,001 0,01 0,001 0,001
Melittin | 0,5% 0,5+ 3,1+ 32+ 2,6+ 2,7+ 22+ 2,7%
0,11 0,40 0,36 0,75 0,31 0,45 0,35 0,34
n.s p<0,001| p<0,05|p<0,01 | p<0,05|p<0,05]| p<0,01
anti-IgE | 04+ 0,4+ 0,6 + 0,8 + 0,7+ 0,8 + 0,9+ 1,1+
0,11 0,09 0,18 0,09 0,05 0,08 0,08 0,11
n.s n.s. p<0,05|p<0,05|p<0,05]|p<0,05|p<0,05

Tab.12: Totaler Leukotriengehalt [pmol/10° Zellen] bei unterschiedlichen Stimulationsreagenzien und

-zeiten (n = 6, X+t SE)
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Abb.42: Vergleich des Leukotrien-Gehaltes [pmol/ 10° Zellen] der unterschiedlichen Stimulations-

reagenzien bei unterschiedlichen Stimulationszeiten. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf die

Darstellung der Fehlerbalken verzichtet; vergleiche hierzu Tabelle 10 (n = 6, ; + SE)

Bei Stimulationen mit Beteiligung des Calcium-Ionophors bildeten sich jeweils zwei Maxima
aus; eines bei 5,0 bzw. 7,5 Minuten und eines bei 20,0 Minuten. Es ist deutlich erkennbar,
dass bei der Zugabe von Melittin oder Anti-IgE ein Vielfaches weniger an Leukotrienen ge-

bildet wurde als unter Zusatz von A23187.

Die theoretisch denkbare lineare Abhingigkeit der Leukotrienbildung von der Stimulations-

zeit konnte nicht festgestellt werden.



84

Fiir die klinischen Untersuchungen wurden die Stimulationszeiten fiinf und 20 Minuten ge-
wihlt, da bei diesen Zeiten maximale Leukotrien-Konzentrationen bei der Stimulation mit

A23187 und der Kombination A23187 und AA erreicht werden konnten.

C.143 Einfluss der Zellzahl

Die Versuche der cAMP-Stimulierung wurden in unserem Arbeitskreis bisher mit einer Zell-
zahl von 5 bzw. 6x10° Zellen/ml durchgefiihrt. Bei den Histaminfreisetzungsversuchen jedoch
enthielt der Versuchsansatz 2,5x10° Zellen/ml, dabei zeigte sich eine Abhingigkeit von der
Zellzahl.

Um einen Einfluss der Zellzahl auf den Leukotrien-Gehalt zu untersuchen, wurde ein Stimula-
tionsversuch mit fiinf unterschiedlichen Zellkonzentrationen durchgefiihrt. Die Zellen wurden
gemdl B.2.1.3.3 mit A23187 (1,2 uM) fiinf Minuten inkubiert. Es wurde erwartet, dass mit

Erhohung der Zellzahl auch die Menge an Leukotrienen ansteigt.

ohne Sti-

mulation

30x10° | 05x10° | 3,0x10° | 60x10° | 9,0x10° | 12,0x 10°
[Zellen/ml] | [Zellen/ml] | [Zellen/ml] | [Zellen/ml] | [Zellen/ml] | [Zellen/m]l

Cys-LT ohne | 0,1 £0,02 | 0,1£0,03 | 0,1£0,02 |0,2+0,09 0,3£0,30 | 0,5%+0,24

uM Melittin

Stimulations- n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
reagenz
Cys-LT stimu-| 0,2+0,36 | 59+£0,23 | 21,5%£0,5 [40,8+0,71 | 79,0£0,93 | 78,7 £0,69
liertmit 1.2 | p<0,001 p <0,001 p<0,01 p < 0,001 p <0,001
uM A23187
Cys-LT stimu-| 0,1 £0,01 | 0,1 0,02 | 0,2+0,01 |0,3£0,02 0,9 £0,07 3,01+ 0,28
liert mit 0,7 n.s. n.s. p<0,05 p<0,01 p<0,01

Tab.13: Einfluss der Zellzahl auf den LT-Gehalt [pmol/ 10° Zellen] bei einer Stimulationszeit von fiinf

Minuten. Die Wahrscheinlichkeit bezieht sich jeweils auf 3,0 x 10° Zellen/ml (n=6, ;i SE).
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Dabei stellte sich wie erwartet heraus, dass mit steigender Zellzahl im Bereich 3 x 10° bis 12
x 10° Zellen/ml, sofern mit A23187 stimuliert wurde, ein steigender Leukotriengehalt ge-
messen werden konnte. Bei 9 x 10° Zellen/ml wurde ein Plateau erreicht.

Bei der Stimulation mit Melittin zeigte sich erst ab der Zellzahl 6,0 x 10° Zellen/ml eine signi-

fikante Erhohung der Werte.
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Abb.43: Abhingigkeit des Leukotrien-Gehaltes [pmol/10° Zellen] von der Zellzahl mit und ohne Sti-

mulation (n = 6, x+ SE).

Bei der Stimulation mit A23187 reichte eine Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml aus, um eine sig-
nifikante Erhdhung des Leukotrien-Gehaltes zu messen. Die optimale Zellzahl von 9 x 10°
Zellen/ml wurde fiir die weiteren Versuche nicht gewihlt, da dafiir ein zu grofes Blutvolumen

notwendig gewesen wire.
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C.144 Einfluss des Ca**-Gehaltes des Hank “s-Puffers

Die Leukotrienuntersuchungen, die in der Literatur beschrieben sind, wurden mit unter-
schiedlichen Pufferlésungen durchgefiihrt, vor allem die Calciumkonzentration variierte stark.
So ist aber anzunehmen, dass bei einer Stimulation mit A23187 der Gehalt der Calciumionen
eine Rolle spielt. Um die Erkenntnisse dieser Studie mit den Ergebnissen anderer Messungen
zu vergleichen, wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der mit gleicher Stimulations-
konzentration und —reagenz, aber bei unterschiedlicher Ca**-Konzentration gearbeitet wurde.

Zur Einstellung der Zellzahl der Zellsuspension wurde der modifizierte Hank’s-Puffer ver-

wendet.

Die Messung wurde mit drei verschiedenen Puffern durchgefiihrt:

¢ modifizierter Hank 's-Puffer (B.1.2.2) Calciumchlorid-Konzentration 244,1 mg/l (Puffer 0)
¢ modifizierter Hank 's-Puffer mit der doppelten Konzentration des Calciumsalzes (Puffer 1)
e modifizierter Hank “s-Puffer ohne Zusatz des Calciumsalzes (Puffer 2).

Stimuliert wurde jeweils mit 1,2 uM A23187.

60

[ modifizierter Hank s Puffer
XN modifizierter Hank s Puffer mit doppelter Ca-Konz.
7770 modifizierter Hank s Puffer ohne Calciumsalz

o T
J

40
20

\

0 Wiz A

Leukotrien C, [pmol/10° Zellen]

Abb.44: Abhingigkeit der gebildeten Leukotrienkonzentration [pmol/10° Zellen] von der

Calciumkonzentration des Puffers bei der Stimulation mit A23187 1,2 uM (n = 6; ; + SE)
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Sowohl bei Puffer 1 als auch bei Puffer 2 zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Wer-
te im Vergleich zu dem modifizierten Hank’s Puffer. (Puffer 1 (14,6 = 0,48 vs 47,1 + 3,03
pmol/lO6 Zellen; p < 0,001); Puffer 2 (1,1 £0,08 vs 47,1 + 3,03 pmol/lO6 Zellen; p < 0,001; n
= 6). Bei den basalen Werten traten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf den Cal-

ciumgehalt des Puffers auf.

Fiir die klinischen Studien wurde mit dem modifizierten Hank’s Puffer 0 (CaCl, = 244,1
mg/ml) weiter gearbeitet, da mit diesem Puffer die hochste Leukotrienmenge erreicht werden

konnte.
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C.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

Der Leukotriengehalt wurde fiir beide Versuchsgruppen (Atopiker- und Kontroll-Gruppe)
sowohl in der symptomarmen Zeit ,,Winter* (Versuchsreihe II), als auch in der symptom-

reichen Zeit ,,Sommer‘ (Versuchsreihe I) gemessen.

C.2.1 Basaler Leukotriengehalt

C.2.1.1 Vergleich Atopiker- und Kontroll-Gruppe

e Vergleich von Atopiker- zu Kontroll-Gruppe innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Der basale Leukotriengehalt im symptomarmen Zeitraum (Winter) war bei den Atopikern
gegeniiber der Kontrollgruppe nicht erhoht (0,6 = 0,10 vs 0,8 £ 0,13 pmol/ 10° Zellen; n.s.).
Im symptomreichen Zeitraum zeigte sich bei den Atopikern bezogen auf die Kontrolle eine
signifikante Erhohung (1,4 + 0,36 vs 0,4 £ 0,17 pmol/ 10° Zellen; p < 0,05).

Damit kam es zu einer deutlich gesteigerten Bildung der Cysteinyl-Leukotriene innerhalb der

Atopiker-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe in der symptomreichen Zeit.
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Abb.45: Mittelwerte der basalen Leukotrienmenge im Vergleich von Kontroll- und Atopiker-Gruppe

in den jeweiligen Zeitraumen (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer Zeitraum; So: ,,Sommer* bzw.

symptomreicher Zeitraum) (;i SE)

e Vergleich von symptomarmem und symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe (Atopiker/Kontrolle)

Bei einem Vergleich der einzelnen Gruppen konnte bei der Kontrollgruppe bezogen auf die
symptomarme Zeit kein Unterschied zur symptomreichen Zeit festgestellt werden (0,4 + 0,17
vs 0,8 = 0,13 pmol/10° Zellen; n.s.). Die Atopiker-Gruppe zeigte hingegen eine signifikante
Erniedrigung des Leukotrien-Gehaltes im symptomreichen verglichen mit dem symptomar-

men Zeitraum (1,4 0,36 vs 0,6 £ 0,10 pmol/lO6 Zellen; p < 0,05).

Dies ldsst den Schluss zu, dass nur bei den Atopikern eine unterschiedliche Bildungsmenge

zwischen symptomreichen und —armen Zeitraum auftritt.
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Abb.46: Einzelwerte der basalen Leukotrienmenge im Vergleich Kontroll- und Atopiker-Gruppe; die
gestrichelte Linie verbindet die einzelnen Personen (unterschiedliche Graustufen) der unterschied-
lichen Versuchsreihen (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer Zeitraum; So: ,,Sommer* bzw. symptom-

reicher Zeitraum)

Bei Betrachtung der Einzelwerte der Atopiker-Gruppe zeigten sich tendenziell unterschied-
liche Werte bei Hausstaub- und Pollen-Atopikern. Fiir eine statistisch gesicherte Studie war
die Anzahl n der einzelnen Atopiker-Gruppen (Hausstaub-Atopiker n = 5; Pollen-Atopiker n
= 4) zu klein, aber es zeigte sich hierbei eine interessante Entwicklung der neu gebildeten

bzw. freigesetzten Leukotriene.
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C.2.1.2 Vergleich der Atopikergruppen (Pollen/Hausstaub)

¢ Vergleich von Pollen- zu Hausstaub-Atopikern innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Der basale Leukotriengehalt in der symptomarmen Zeit Versuchsreihe I (Winter) war im
Gegensatz zur Gesamt-Gruppe der Atopiker bei den Pollen-Atopikern gegeniiber der Kon-
trollgruppe statistisch signifikant erniedrigt (0,3 £ 0,08 vs 0,8 + 0,13 pmol/ 10° Zellen; p <
0,05). Bezogen auf die Kontrollgruppe zeigte sich hingegen bei den Hausstaub-Atopikern
kein statistisch signifikanter Unterschied (0,7 £ 0,05 vs 0,8 + 0,13 pmol/ 10° Zellen; n.s.).

Bei den beiden Atopikergruppen ,,Pollen” und ,,Hausstaub* war der Leukotriengehalt statis-

tisch signifikant erhoht (0,7 = 0,05 vs 0,3 £ 0,08 pmol/ 10° Zellen; p < 0,01).

Der basale Leukotriengehalt in der symptomreichen Zeit Versuchsreihe II (Sommer) er-
gab fiir die Pollen-Atopiker gegeniiber der Kontrollgruppe eine signifikante Erhohung (1,7 £
0,53 vs 0,4 = 0,17 pmol/10° Zellen; p < 0,05). Bezogen auf die Kontrollgruppe zeigte sich im
Gegensatz zur Gesamt-Atopiker-Gruppe bei den Hausstaub-Atopikern kein signifikanter Un-
terschied (1,2 = 0,44 vs 0,4 = 0,17 pmol/ 10° Zellen; n.s.). Auch zwischen den beiden Atopi-
ker-Gruppen ,,Pollen* und ,,Hausstaub* kam es zu keinem signifikanten Unterschied (1,7 *

0,53vs 1,2+0,44 pmol/lO6 Zellen; n.s.).

Weder in der symptomarmen noch in der symptomreichen Zeit zeigte sich ein Unterschied
zwischen den Hausstaub-Atopikern und der Kontrollgruppe. Bei den Pollen-Atopikern konn-
ten immer unterschiedliche Werte zur Kontrollgruppe gezeigt werden. Wie zu erwarten war,
zeigte sich keine Differenz in der symptomreichen Zeit zwischen den beiden Atopiker-

Gruppen.
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Abb.47: Einzelwerte der basalen Leukotrienmenge bei dem Vergleich der Kontroll-, Pollen- und
Hausstaub-Gruppe; die gestrichelte Linie verbindet die einzelnen Personen (verschiedene Graustu-
fen), die sowohl an der Versuchsreihe I als auch an der Versuchsreihe II teilgenommen haben. (Wi:

»winter” bzw. symptomarmer Zeitraum; So: ,,Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum)

Bei den Atopikergruppen konnte wihrend der symptomreichen Zeit (,,Sommer*) iiberwiegend

eine Steigerung des gemessenen Leukotrien-Gehaltes beobachtet werden, wohingegen bei der

Kontrollgruppe eine Erniedrigung stattfand.

¢ Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb der Pollen-

und Hausstaub-Gruppe

Bei den Pollen-Atopikern kam es zu einer signifikanten Erhohung zwischen Winter- und

Sommer-Gehalt (0,3 = 0,08 vs 1,7 £ 0,53 pmol/lO6 Zellen; p < 0,05). Bei den Hausstaub-
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Atopikern lag auch ein erhohter Leukotriengehalt vor, dieser stellte jedoch keinen signifikan-
ten Unterschied dar (0,7 £ 0,05 vs 1,2 = 0,44 pmol/ 10° Zellen; n.s.). Die Kontrollgruppe zeigte
keine Anderung 0,8+0,13vs0,4+0,17 pmol/lO6 Zellen; n.s.).

Die grofite Menge an basalen Leukotrienen bildete die Gruppe der Pollenatopiker innerhalb
des symptomreichen Zeitraums.

Bei den Atopikern zeigte sich vorwiegend eine Steigerung des basalen Leukotrien-Gehaltes
wihrend der symptomreichen Zeit (,,Sommer*, Versuchsreihe II). Im Gegensatz dazu ergab

sich bei der Kontrollgruppe kein Unterschied.

C.2.2 Einfluss der atopischen Erkrankung auf den Leukotriengehalt

nach Stimulation

C.2.2.1 Stimulation mit 1,2 pM A23187 und 5 Minuten Inkubation

C.2.2.1.1 Vergleich Atopiker- und Kontroll-Gruppe

e Vergleich von Atopiker- zu Kontroll-Gruppe innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Innerhalb des symptomarmen Zeitraumes zeigte sich zwischen den Gruppen der Atopiker
bezogen auf die Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied in der Stimulierbarkeit. (80,3
23,50 vs 32,7 + 8,01 %; n.s.).

Die gleiche Messung durchgefiihrt im symptomreichen Zeitraum zeigte einen signifikanten

Unterschied zwischen den Gruppen. (45,7 £11,86 vs 214,1 + 20,8 %; p < 0,05).
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Abb.48: Mittelwerte der Stimulierbarkeit (1,2 uM A23187, 5 Minuten) im Vergleich von Kontroll-

und Atopiker-Gruppe in den jeweiligen Zeitrdumen (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer Zeitraum; So:

»Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum) (;i SE)

e Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe (Atopiker/Kontrolle)

Bei einem Vergleich der einzelnen Gruppen bezogen auf die unterschiedlichen Zeitrdume
(,,Winter* versus ,,Sommer*‘) konnte bei der Kontrollgruppe eine signifikante Erhhung fest-
gestellt werden (32,7 £ 8,1 vs 214,1 £ 20,8 %; p < 0,001). Die Atopiker-Gruppe zeigte eine

Erniedrigung der Stimulierbarkeit, wobei diese nicht signifikant war (80,3 + 23,5 vs 45,7
11,86 %; n.s.).
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Die Atopiker-Gruppe wurde wieder in Pollen- und Hausstaub-Atopiker unterteilt, um zu
iberpriifen, ob auch hier ein Trend zu erkennen sei, wie schon bei der Messung des basalen
Leukotriengehaltes.

C.2.2.1.2 Vergleich der Atopikergruppen (Pollen/Hausstaub)

¢ Vergleich von Pollen- zu Hausstaub-Atopikern innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Hier zeigte sich bei der Stimulation mit A23187 (1,2 uM) und 5-miniitiger Inkubation kein
signifikanter Unterschied bei den Hausstaub-Atopikern (Hausstaub: 32,9 + 6,36 vs 32,7 £ 8,1
%; n.s.) in der symptomarmen Zeit Versuchsreihe I (Winter). Im Vergleich der Gruppe
der Atopiker mit der Kontrollgruppe war ein signifikanter Unterschied festzustellen (Pollen:
139,6 £ 35,23 vs 32,7 £ 8,1 %, p < 0,001), sowie fiir den Vergleich der beiden Atopi-
kergruppen (Pollen vs Hausstaub) miteinander (139,6 £ 35,23 vs 32,9 £ 6,36 %;p <0,05).

In der symptomreichen Zeit Versuchsreihe II (Sommer) zeigte sich ein signifikanter Un-
terschied zwischen den einzelnen Atopikergruppen bezogen auf die Kontrollgruppe (Pollen:
54,9 £ 19,35 vs 214,1 £ 20,8 %, p < 0,001.; Hausstaub: 36,5 = 13,09 vs 214,1 £ 20,8 %; p <
0,001), bei dem Vergleich der beiden Atopikergruppen nicht (Pollen vs Hausstaub) (54,9
19,35 vs 36,5 £ 13,09 %; n.s.).

Betrachtet man die Stimulierbarkeit, so ldsst sich bei den Pollen-Atopikern im Vergleich zu
den beiden anderen Gruppen in der symptomarmen Zeit ein deutlich erhohter Wert feststellen.
Im der symptomreichen Zeit zeigt die Kontrollgruppe gegeniiber den Atopikergruppen eine

deutliche Erhohung.



96

600
o A Hausstaub
500 H ; O Pollen
: O Kontrolle
S 400 A
=
J
(]
= 300 - ;
—0‘: 0 o)
3
B 20 o
E L
£ 9
& 100 1 ' : _,A
0 {0 ﬁ%

Wi So Wi So Wi  So
Kontrolle Pollen Hausstaub

Abb.49: Einzelwerte der Leukotrien-Stimulierbarkeit [%] nach Stimulation mit A23187 1,2 uM fiir 5
Minuten. Vergleich von Kontroll-, Pollenatopiker- und Hausstaubatopiker-Gruppe. Die gestrichelten
Linie = verbindet die einzelnen Personen (verschiedene Graustufen), die sowohl an der Versuchs-

reihe I als auch an der Versuchsreihe II teilgenommen haben (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer Zeit-

raum; So: ,,Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum)

Bei Betrachtung der Einzelwerte des Leukotrien-Gehaltes [pmol/ 10° Zellen] kann man ten-

denziell eine Steigerung bei der Kontrollgruppe wihrend der symptomreichen Zeit beobach-
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ten, bei den Pollenatopikern kommt es iiberwiegend zu einer Erniedrigung in diesem Zeitraum

und bei den Hausstaubatopikern sind lediglich geringe Anderungen beobachtbar.

e Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe
Winter vs Sommer [%]

Pollen-Atopiker 139,6 £ 35,23 vs 54,9 + 19,35 n.s.
Hausstaub-Atopiker 32,9+ 6,36 vs 36,6 £ 13,09 n.s.
Kontrolle 32,7+8,1vs214,1 £20,8 p < 0,001
Atopiker (gesamt) 80,3 +23,5vs 45,7+ 11,86 n.s.

Tab.14: Leukotrien-Werte des Sommer-/Winter-Vergleiches nach einer Stimulation mit 1,2 uM

A23187 und 5 Minuten (x+ SE).

Einzig bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikante Erhohung der Stimulierbarkeit in
der symptomarmen Zeit (p < 0,05). Bei den Atopikergruppen kam es bezogen auf die beiden

Versuchsreihen zu keinen signifikanten Unterschieden.

C.2.2.2 Stimulation mit 1,2 pM A23187 und 20 Minuten Inkubation

C.2.2.2.1 Vergleich Atopiker- und Kontrollgruppe

¢ Vergleich von Atopiker- mit Kontrollgruppe innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Innerhalb des symptomarmen Zeitraumes zeigte sich zwischen der Gruppe der Atopiker be-
zogen auf die Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied bei der Stimulierbarkeit. (Atopi-

ker: 76,9 £ 11,58 vs 42,8 = 14,2 %; n.s.).
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Die gleiche Messung durchgefiihrt im symptomreichen Zeitraum zeigte hingegen einen sig-

nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. (Atopiker: 50,1 £ 3,51 vs 315,2 £ 25,1 %; p <
0,001).
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Abb.50: Mittelwerte Stimulierbarkeit (1,2 uM A23187, 20 Minuten) im Vergleich von Kontroll- und

Atopikergruppe in den jeweiligen Zeitrdumen (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer Zeitraum; So:

»>Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum) (; + SE)

¢ Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe (Atopiker/Kontrolle)
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Bei einem Vergleich der einzelnen Gruppen bezogen auf die unterschiedlichen Zeitrdume
konnte bei der Kontrollgruppe (42,8 + 14,2 vs 315,2 £ 25,1 %; p < 0,001) ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden, bei der Atopiker-Gruppe hingegen war dies nicht moglich,
hier wurde lediglich eine tendenzielle Abnahme der Stimulierbarkeit in der symptomreichen

Zeit nachgewiesen (76,9 = 11,58 vs 50,1 = 3,51 %; n.s.).

Zur Uberpriifung eines Trends wurde die Atopiker-Gruppe wieder in Pollen- und Hausstaub-

Atopiker unterteilt, dies geschah parallel zu den Messungen des basalen Leukotriengehaltes.

C.2.2.2.2 Vergleich der Atopikergruppen (Pollen/Hausstaub)

¢ Vergleich von Pollen- zu Hausstaub-Atopikern innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums

Bei der Stimulation mit A23187 (1,2 uM) fiir eine Dauer von 20 Minuten ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der symptomarmen Zeit
Versuchsreihe I (,,Winter¢). Dies galt sowohl fiir den Vergleich der Atopikergruppen mit
der Kontrollgruppe (Pollen: 128,4 + 53,67 vs 42,8 £ 14,2 %, n.s; Hausstaub: 35,7 + 10,84 vs
42,8 + 14,2 %; n.s.) als auch fiir den Vergleich der beiden Atopikergruppen miteinander
(128,4 £ 53,67 vs 35,7+ 10,84 60 %; n.s.).

In der symptomreichen Zeit Versuchsreihe II (,,Sommer‘) ergaben sich signifikante Un-
terschiede zwischen den Atopikergruppen und der Kotrollgruppe. (Pollen: 68,2 + 21,46 vs
315,21 £ 25,1 %, p < 0,001; Hausstaub: 35,6 + 4,89 vs 315,21 £ 25,1 %; p < 0,001). Beim
Vergleich der beiden Atopikergruppen miteinander konnte nur ein erhohter Wert der Pollen-
Gruppe gegeniiber der Hausstaub-Gruppe beobachtet werden (68,2 £ 21,46 vs 35,6 = 4,89 %;

n.s.).

In der Gruppe der Pollen-Atopiker féllt die deutliche Erhohung der Stimulierbarkeit in der
symptomarmen Zeit auf, in der symptomreichen Zeit hingegen kommt es zu einer deutlichen

Erhohung der Stimulierbarkeit innerhalb der Kontrollgruppe.
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Abb.51: Einzelwerte der Leukotrien-Stimulierbarkeit [%] nach Stimulation mit A23187 1,2 uM fiir 20

Minuten. Vergleich von Kontroll-, Pollenatopiker- und Hausstaubatopikergruppe. Die gestrichelte

reihe I als auch an der Versuchsreihe II teilgenommen haben (Wi: ,,Winter” bzw. symptomarmer Zeit-

raum; So: ,,Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum)

verbindet die einzelnen Personen (verschiedene Graustufen), die sowohl an der Versuchs-
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Betrachtet man die Einzelwerte, so zeigt sich bei der Atopikergruppe eine geringfiigige Ande-
rung im Vergleich zur Kontrollgruppe, es kommt zu einer deutlichen Steigerung im sympto-

matischen Zeitraum.

e Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe
Winter vs Sommer [%]

Pollenatopiker 128,4 £ 53,67 vs 68,17 = 21,46 n.s.
Hausstaubatopiker 35,6 10,84 vs 35,6 + 4,89 n.s.
Kontrolle 42,8 £ 14,2 vs 315,2 £ 25,1 p< 0,001
Atopiker (gesamt) 76,9+ 11,58 vs 50,1 £ 3,51 n.s.

Tab.15: Stimulierbarkeit des Sommer-/Winter-Vergleiches nach einer Stimulation mit 1,2 uM A23187

und 20 Minuten Inkubation (; + SE).

Einzig bei der Kontrollgruppe zeigt sich eine signifikante Erniedrigung der Leukotrienmenge
in der symptomarmen Zeit (p < 0,001). Bei den Atopikergruppen wurden bezogen auf die

beiden Versuchsreihen keine signifikanten Unterschiede beobachtet.

Die Wertung der vorgestellten Ergebnisse ldasst den Schluss zu, dass die Phospholipase A; bei

den Atopikern keinen jahreszeitlich bedingten Schwankungen unterliegt.
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C.2.2.3 Stimulation mit 1,2 pM A23187 + 0,2 pM AA und 5 Minuten Inku-

bation
Nachdem bei der Phospholipase A, keine Abhingigkeit von der Jahreszeit festgestellt werden

konnte, wurde anschlieBend die Stimulierbarkeit der Lipoxygenase iiberpriift. Zu diesem

Zweck wurden der Zellsuspension der Chromophor A23187, sowie Arachidonsdure zugesetzt.

C.2.2.3.1 Vergleich Atopiker- und Kontrollgruppe

¢ Vergleich von Atopiker- mit Kontrollgruppe innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraumes

Bei der Stimulation, die innerhalb des symptomarmen Zeitraumes durchgefiihrt wurde, zeig-
te sich zwischen der Gruppe der Atopiker bezogen auf die Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied in der Stimulierbarkeit. (85,3 £ 6,03 vs 44,8 £ 21,8 %; n.s.).

Die gleiche Messung durchgefiihrt im symptomreichen Zeitraum zeigte bei den Atopikern
bezogen auf die Kontrolle eine signifikante Erhohung (114,1 + 13,57 vs 280,1 + 22,44 %; p <
0,001).
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Abb.52: Mittelwerte der Stimulierbarkeit (1,2 uM A23187, 0,2 uM AA, 5 Minuten) von Kontroll-

und Atopikergruppe in den jeweiligen Zeitriumen im Vergleich (Wi: ,,Winter* bzw. symptomarmer

Zeitraum; So: ,,Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum) ( x + SE)

¢ Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe (Atopiker/Kontrolle)

Bei einem Vergleich der einzelnen Gruppen bezogen auf die unterschiedlichen Zeitrdume
konnte bei der Kontrollgruppe eine signifikante Erh6hung in der Stimulierbarkeit in der sym-
ptomreichen Zeit festgestellt werden (44,8 + 21,80 vs 280,1 = 22,4 %; p < 0,001). Die Atopi-
ker-Gruppe zeigte ebenfalls eine signifikante Erhohung in der symptomreichen Zeit vergli-

chen mit der symptomarmen Zeit (85,3 = 6,03 vs 114,0 = 13,57 %; p < 0,1).
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Zur Uberpriifung eines Trends wurde die Atopikergruppe wieder in Pollen- und Hausstaub-

atopiker unterteilt, parallel zu den Messungen des basalen Leukotriengehaltes.

C.2.2.3.2 Vergleich der Atopikergruppen (Pollen/Hausstaub)

¢ Vergleich von Pollen- zu Hausstaubatopikern innerhalb des symptomarmen bzw.

symptomreichen Zeitraums.

Hier zeigte sich bei der Stimulation mit A23187 und AA in der symptomarmen Zeit Ver-
suchsreihe I (Winter) kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Dies
gilt sowohl fiir den Vergleich der Atopiker- mit der Kontrollgruppe (Pollen: 91,7 £ 8,58 vs
44 81 = 21,8 %, n.s.; Hausstaub: 92,4 + 18,78 vs 44,81 £ 21,8 %; n.s.) als auch fiir den Ver-
gleich der beiden Atopikergruppen (Pollen vs Hausstaub) miteinander (91,7 + 8,58 vs 92,4 +
18,78 % ; n.s.).

In der symptomreichen Zeit Versuchsreihe II (Sommer) kam es ebenfalls zu keinen signi-
fikanten Unterschieden zwischen den Atopikergruppen (70,7t 6,71 vs 148,72 £ 13,57 %;
n.s.), jedoch zu einer signifikanten Erhohung der Konzentrationen bei den Atopikergruppen
bezogen auf die der Kontrollgruppe (Pollen 70,7 £ 6,71 vs 280,1 £ 22,4 %, p < 0,001; Haus-
staub: 148,72 + 13,57 vs 280,1 £ 22,4 %; p < 0,05).
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Abb.53: Einzelwerte der Leukotrien-Stimulierbarkeit [%] nach Stimulation mit A23187 1,2 uM und
0,2 uM Arachidonsdure fiir 5 Minuten. Vergleich von Kontroll-, Pollenatopiker- und Hausstaubatopi-

kergruppe. Die gestrichelte Linie verbindet die einzelnen Personen (verschiedene Graustufen), die

sowohl an der Versuchsreihe I als auch an der Versuchsreihe II teilgenommen haben (Wi: ,,Winter*

bzw. symptomarmer Zeitraum; So: ,,Sommer* bzw. symptomreicher Zeitraum)

Bei Betrachtung der Einzelwerte fillt auf, dass bezogen auf den Leukotrien-Gehalt bei der
Kontrollgruppe und bei der Hausstaubatopikergruppe eine Steigerung der Werte beobachtet

werden kann (symptomarmer vs. symptomreicher Zeitraum).
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¢ Vergleich von symptomarmem mit symptomreichem Zeitraum innerhalb einer

Gruppe (Atopiker/Kontrolle)

Winter vs Sommer [%]

Pollen-Atopiker 91,7+ 8,58 vs 70,7 £ 6,71 p<0,1
Hausstaub-Atopiker 92,4+ 18,78 vs 148,7 £ 13,57 p < 0,001
Kontrolle 44,8 £21,80 vs 280,1 £22.4 p < 0,001
Atopiker (gesamt) 85,3+6,03 vs 114,1 £ 13,57 p<0,1

Tab.16: Stimulierbarkeit des Sommer-/Winter-Vergleiches nach einer Stimulation mit 1,2 pM

A23187, 0,2 uM Arachidonsiure und 5 Minuten Inkubation (; + SE).

Es zeigte sich bei allen Gruppen eine signifikante Verdnderung der Stimulierbarkeit in der
symptomreichen Zeit verglichen mit der symptomarmen Zeit. Nach kritischer Wertung der
Ergebnisse ldsst sich fiir die Lipoxygenase eine jahreszeitenabhingige Stimulierbarkeit postu-

lieren.
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D Diskussion
D.1 Diskussion der methodischen Untersuchung der Leu-
kotrienbestimmung

Wie das vorangegangene Studium der theoretischen Grundlagen zeigte sind verschiedene
Messmethoden fiir die Bestimmung der Cys-Leukotriene in der Literatur zu finden. Neben
dem Radio-Immuno-Assay (RIA), dem Enzym-Immuno-Assay (EIA) oder einer Kombination
von Gas-Chromatographie (GC) und Massenspektroskopie (MS), werden auch HPLC-
Methoden, die auf der Trennung der Leukotriene durch unterschiedliche Retentionszeiten
beruhen, beschrieben (Dawson und McGee 1990; Kumlin 1997; Tagari et al. 1989). Da in
unserer Arbeitsgruppe bislang noch keine Leukotrienbestimmung mittels HPLC durchgefiihrt
wurde, bestand die erste Aufgabe darin, eine geeignete Methode zu etablieren. Wir wollten
den Vorteil der gleichzeitigen qualitativen und quantitativen Bestimmung der Cysteinyl-

Leukotriene mittels HPLC nutzen.

D.1.1 HPLC-Methode

D.1.1.1 Wahl der geeigneten HPLC-Methode

In der Literatur werden viele unterschiedliche HPLC-Methoden beschrieben. Eine Normal-
phasen-Siule zeigt eine gute Trennleistung, ist allerdings sehr abhingig vom Injektionsme-
dium und damit nur fiir einige Arachidonsduremetaboliten geeignet. Ist zum Beispiel Isopro-
panol im Injektionsmedium vorhanden, so hat dies negative Auswirkungen auf die Trennung
der relativ unpolaren Monohydroxy-Metaboliten der Arachidonsiure. Es wird ein Negativ-
peak mit der gleichen Retentionszeit wie die Monohydroxy-Metaboliten der Arachidonsédure
ihn aufweisen beobachtet. Damit kann es zu einer Uberlagerung des Isopropanol-Peaks mit

einem Peak der Arachidonsduremetaboliten kommen. Dies beeinflusst die Messdaten (Powell
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1985 b). Damit ist diese Methode fiir den Nachweis von Cysteinyl-Leukotrienen nicht geeig-
net.

Die allgemeinen Vorziige der NP-Séulen liegen besonders in der qualitativ hochwertigen Ste-
reo-Isomerentrennung. Dennoch féllt bei der Wahl des stationdren Trennmediums die Ent-
scheidung fast immer auf reversed phase-Sdulen. Mit diesen werden in samtlichen Literatur-
stellen gute Trennleistungen erzielt und auch die Reproduzierbarkeit der Retentionszeit ist
immer wieder belegt. Im Fall der Eicosanoid-Trennung spielt bei der RP-Séule das Injektions-
medium keine Rolle (Powell 1985 a). Anstatt der sonst iiblichen 150 mm Sdulenlédnge werden
bei der Eicosanoid-Trennung haufig Messungen mit der Saulenldinge 250 mm durchgefiihrt,
um eine bessere Trennleistung der strukturell dhnlichen Arachidonsduremetaboliten zu errei-
chen (Dawson und McGee 1990). Je lianger die Siule ist, desto hiufiger kann sich das fiir die
Trennung wichtige Gleichgewicht zwischen stationdrer und0 mobiler Phase einstellen. Auf
Grund dessen werden dhnliche Stoffe mit einer unterschiedlichen Retentionszeit getrennt
eluiert. Durch die Wahl des FlieBmittels konnen die Arachidonsduremetaboliten in zwei
Gruppen aufgeteilt werden. Zum einen in die Produkte des Cyclooxygenaseweges, indem ein
Acetonitril/Wasser-Gemisch verwendet wird und zum anderen in die Lipoyxgenaseprodukte,
bei denen ein Ethanol/Wasser-Gemisch zur Trennung der einzelnen Verbindungen fiihrt (Po-
well 1985 a). Dieser Unterschied beruht auf den zusitzlichen Aminosédureresten der LIP-Pro-
dukte und der daraus resultierenden unterschiedlichen Lipophilie. Durch die verschiedenen
Aminosdurereste ergibt sich zudem eine pH-Abhingigkeit der Elution. Hiufig wird dem
FlieBmittel fiir die pH-Einstellung aus diesem Grund Eisessig zugesetzt, der in zu geringen
Konzentrationen wiederum zu Peakverbreiterung und zu schlechterer Reproduzierbarkeit fiih-
ren kann (Abe et al. 1985). Um diese Effekte einzuschrinken kann man der wiéssrigen Phase
des FlieBmittels EDTA zugeben oder die Saule immer wieder mit einer EDTA-Losung (0,1 %
ige Losung) zwischen den einzelnen Messungen waschen (Yu und Powell 1995). Durch Zu-
gabe von 0,1 % EDTA-Salz zur mobilen Phase wird die Anlagerung von Kationen an die sta-
tionire Phase verhindert (Verhagen 1986). Bei den einzelnen Untersuchungen in dieser Arbeit
wurde dem FlieBmittel sowohl Eisessig (2,5 %) als auch EDTA (0,05 %) zugesetzt, dabei
wurde gleichzeitig das Mischungsverhiltnis Methanol/Wassergemisch iiber den Zeitraum der
Messung verandert (Gradient: vgl. C.2.1.1.4, Programm IV).

Ein allgemeines Problem bei der Detektion der Cysteinyl-Leukotriene ist ihre chemisch dhn-
liche Struktur. Eine Moglichkeit zum Erreichen einer guten Trennung besteht in der Zugabe
von Tetrahydrofuran zum FlieBmittel (Ibe und Campbell 1987). Diese Mallnahme fiihrte bei

unseren Messungen jedoch zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis (vgl. C.1.1.1 Methode I).
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Die Detektion der Leukotriene kann sowohl mit einem Fluoreszenz-Detektor als auch mit
einem UV-Detektor erfolgen. Bei der Fluoreszenzdetektion ist eine vorherige Derivatisierung,
zum Beispiel mit o-Phthaldialdehyd (OPA), notwendig. Das bedeutet wiederum einen zusitz-
lichen Arbeitsschritt und damit eine potentielle Fehlerquelle (Beil et al. 1998). Auch eine De-
rivatisierung mit 2,4-Dinitro-Phenylhydrazin und der anschlieBenden Bestimmung mittels
elektrochemischer Detektion fiihrt zu keiner weiteren Verbesserung der Sensibilitit der Me-
thode (Steffenrud und Salari 1989).

Nachdem in unserer Arbeitsgruppe bereits gute Erfahrungen mit der Kombination aus HPLC
und UV-Detektion gemacht wurden, wie z.B. bei der Vermessung von Olanzapin haben wir
uns fiir diese Bestimmungsmethode entschieden (Dawson und McGee 1990; Thien et al.
1993). Wir verwendeten zur Detektion einen Photodiodenarry-Detektor, der in der Lage ist,
die UV-Spektren der eluierten Stoffe aufzuzeichnen, um damit deren Identifizierung zu er-
leichtern. Allerdings unterscheiden sich die Cysteinyl-Leukotriene nur geringfiigig in ihrem
Spektrum und miissen zusitzlich tiber die Retentionszeit identifiziert werden. Das UV-Spek-
trum wird stark durch die Allyl-Bindung der Leukotrienstruktur bestimmt. Dieses Faktum ist

auch fiir die anschlieBende Validierung von zentraler Bedeutung.

D.1.1.2 Validierung der HPLC-Methode

Sowohl Prizision als auch Linearitét, die in ihrer Durchfiihrung einfach zu bestimmen sind,
waren bei der Validierung gegeben. Fiir die Richtigkeit konnte durch das Spiken mittels EIA-
Standardlosung eine qualitative Identifizierung vorgenommen werden. Eine quantitative Aus-
sage konnte nicht mit Sicherheit getroffen werden. Der LTC,-Peak der HPLC-Methode hat
zwar die gleiche Retentionszeit wie der Peak der Standardlosung des Kits, weist allerdings ein
»schlechtes UV-Spektrum auf. Das typische Maximum bzw. der Kurvenverlauf des LTC,-
Peaks sind jedoch zu erkennen. Eine mogliche Ursache fiir die schlechte Identifizierbarkeit
des LTC,-Peaks konnte eine zu geringe Konzentration bei der Messung oder eine ,,Verun-
reinigung* sein. Eine mdogliche ,,Verunreinigung* konnte dadurch zustande kommen, dass
dem Kit-Standard noch weitere Substanzen zugesetzt wurden, um bei der Vermessung des
Kits qualitativ und quantitativ reproduzierbare Werte zu erzielen.

Die Methode stellte sich bei der Uberpriifung der Robustheit als empfindlich heraus, weshalb
die vorgegeben Parameter immer genau eingehalten werden sollten. Am unempfindlichsten
war der Parameter ,,Wellenldnge*, was durch die Darstellung einer relativ breiten Spitze des

UV-Maximums der Leukotriene begriindet ist. Wurden dagegen der Fluss (0,5 ml/min — 0,6
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ml/min) oder der pH-Wert (3,4 bis 5,0) des FlieBmittels gedndert, kam es zu signifikanten
Unterschieden zwischen den einzelnen Messungen. Dass der Fluss auf die Retentionszeit eine
Auswirkung hat, war vorhersehbar. Interessant war in diesem Fall, welche geringen Verin-
derungen des Flusses bereits die Retentionszeiten beeinflussten. Eine Erniedrigung der Fluss-
rate um 0,1 ml/min bewirkte eine Verlagerung der Retentionszeit bis zu vier Minuten. Ebenso
war bei der Anderung des pH-Wertes des FlieBmittels auf Grund der polaren Gruppen der
Cysteinyl-Leukotriene eine Abhéngigkeit zu erwarten. Zu Metabolisierung oder sogar Zerfall
kam es bei den Cysteinyl-Leukotrienen durch die pH-Anderung nicht, da keine Anderung der
Flache festzustellen war und auch kein zusitzlicher Peak im Spektrum auftrat.

Ein weiterer interessanter Punkt war die Abhingigkeit der Messung der Leukotriene vom
Verdiinnungsmedium und ob ein Unterschied darin besteht, die Proben nur mit Losungsmittel
oder mit der Zellsuspension bei den einzelnen Arbeitsschritten zu verdiinnen. In der Zellsus-
pension konnen noch weitere Stoffe und Substanzen enthalten sein, die einen Einfluss auf die
Probe und auf die Messung haben konnen. Allerdings kam es zu keinem signifikanten Un-
terschied, somit spielt das Verdiinnungsmedium keine Rolle bei der Messung der Cysteinyl-
Leukotriene mittels HPLC.

Die Spezifitit der HPLC-Methode, d.h. die Unterscheidung der Cysteinyl-Leukotriene von
anderen Arachidonsidure-Derivaten war gut. Die Arachidonsidure-Derivate weisen in ihrem
UV-Absorbtionsspektrum ein Maximum bei circa 236 nm auf und zeigen bei 285 nm keine
Absorption. Sie werden bei der Detektion der Cysteinyl-Leukotriene, die bei 285 nm stattfin-
det, nicht erfasst.

Die Selektivitiit, d.h. die Unterscheidung der Cysteinyl-Leukotriene untereinander ist eben-
falls fiir die HPLC-Methode gegeben. Zum einen erfolgt sie iiber die Retentionszeit und zum
anderen iiber die UV-Spektren der einzelnen Peaks. Auf Grund der Ahnlichkeit der UV-
Spektren ist es ratsam iiber ein Spiken mit den einzelnen Leukotrienen die Bestimmung abzu-
sichern.

Einen wichtigen Parameter bei der Validierung stellt die Nachweisgrenze dar. Die Arbeits-
gruppe Metz (Metz et al. 1982) berichtet von einem Detektionslimit von 4-6 ng/ml. Es werden
allerdings auch Methoden beschrieben bei denen die Nachweisgrenze wesentlich hoher liegt
(25-30 ng/ml; Levine et al. 1981). In der Methode von Ibe und Campbell werden Nachweis-
grenzen von 7-9 ng/ml beschrieben (Ibe und Campbell 1988). Die Ergebnisse von Ibe und
Campbell waren auf unsere Versuchsdurchfithrung nicht iibertragbar, da eine Trennung der
Leukotriene auf diesem Wege nicht erreicht werden konnte. Der Nachteil der erarbeiteten

Methode liegt in der relativ hohen Nachweisgrenze von 20 ng/ml.
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Die erarbeitete HPLC-Methode ist gut geeignet fiir eine qualitative und quantitative Bestim-
mung der einzelnen Leukotriene (LTC4, LTD,4 und LTE,4), wenn man bereit ist die Nachweis-

grenze von 20 ng/ml in Kauf zu nehmen.

D.1.2 Messmethoden und deren Vergleich

Um die entwickelte HPLC-Methode beurteilen zu konnen, haben wir sie mit weiteren Metho-
den fiir die Leukotrienbestimmung verglichen, die jeweils mit dem Ziel unserer Arbeitsgruppe
(gleichzeitige Bestimmung der Cys-Leukotriene in einem Messvorgang) konform sein muss-

ten.

D.1.2.1 Gas-Chromatographie und Massen-Spektroskopie

Eine Moglichkeit des Vergleiches besteht in der Messung mit einer GC/MS-Kombination. Da
uns zur Durchfithrung dieser Methode kein geeignetes Gerit zur Verfiigung stand und uns auf
Grund der hohen Anschaffungskosten das Kosten-/Nutzen-Verhiltnis zu unglinstig erschien,
verzichteten wir hier auf einen direkten Methodenvergleich. Bei beiden Methoden handelt es
sich um sehr selektive Messmethoden, wobei die Massen-Spektrospkopie meist nur in Kom-
bination mit GC verwendet wird. In Bezug auf die Nachweisgrenzen liegen sie in etwa bei
den nachfolgenden Assays (MS: 0,1 ng/ml; GC: 0,42 ng/ml) (Takamoto et al. 1995; Doyle et
al. 1990)

D.1.2.2 Radio-Immuno-Assay

Eine in der Literatur hdufig aufgefiihrte Art der Bestimmung der Cysteinyl-Leukotriene ist die
Messung mittels RIAs, diese werden vor allem in dlteren Veroffentlichungen aufgefiihrt. De-
ren Vorteil liegt in einer hohen Spezifitit und Selektivitit (Peters und Schulmann 1983). Ein
Einsatz dieser Methodik war jedoch nicht durchfiihrbar, da die Beschaffung von kommerziell
erhiltlichen RIAs, bei denen die drei Cys-Leukotriene gleichzeitig bestimmt werden konnen,
nicht moglich war. Zum momentanen Zeitpunkt werden nur noch RIAs auf dem Markt ge-
fiihrt, die fiir die Bestimmung eines einzelnen Leukotriens gedacht sind (entweder fiir LTC,,
fiir LTD4 oder fiir LTE4) und damit fiir unsere Messungen nicht in Betracht kamen. Die Firma

Amersham bietet keinen Kit zur Bestimmung der Cys-Leukotriene mittels RIA mehr an, da
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sie bereits ebenso genaue EIAs mit dem Vorteil des nichtradioaktiven Arbeitens (Vermeidung
von radioaktivem Abfall) zur Verfiigung stellen kann. Die Entwicklung eines in der Literatur
genannten RIA als Alternative zu kommerziellen RIAs zogen wir nicht in Erwidgung, da sie
einen groBen Arbeitsaufwand mit unsicheren Erfolgsaussichten bedeutet hitte. Wir zogen
deshalb als Vergleichsmethode die Bestimmungsmethode mittels EIA heran, wie nachfolgend

beschrieben.

D.1.2.3 Enzym-Immuno-Assay

Bei der Wahl des EIAs hatten wir uns fiir den Kit der Firma Cayman Chemical entschieden,
hier konnen die drei Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE4 in einem Messvorgang in einem
Wert bestimmt werden. Mit diesem Kit wurden bereits gute Ergebnisse in anderen Arbeits-
gruppen erzielt (Pierzchalska et al. 2000; Sheikh et al. 2001). Die Durchfithrung der Proben-
aufarbeitung im Rahmen der Arbeitsvorschrift gestaltete sich unkompliziert. Als Nachteil
erwies sich eine Inkubationszeit von 18 Stunden, bevor die Entwicklung gestartet werden
konnte. Mit dem Kit werden die Leukotriene LTC4 und LTD4 zu 100 % und LTE4 zu 67 %
bestimmt. Zu Kreuzreaktionen kommt es bei LTCs, LTDs und LTE5s zwischen 41 und 61%,
beim N-Acetyl-Leukotrien E4 zu 10,5 % (die Pentaenvarianten kommen physiologisch we-
sentlich seltener vor als die Tetraen-Strukturen und beeinflussen daher das Gesamtergebnis
nur geringfiigig). Ein groBer Vorteil des Kits ist die Detektionsgrenze von 13 pg/ml, wobei
sich der Messbereich von 7,8 pg/ml bis 1000,0 pg/ml erstreckt (Arbeitsvorschrift Cayman
Chemical 2001).

Als weiteren Immuno-Assay wihlten wir den ELISA der Firma Neogen. Die Inkubationszeit
betrigt bei diesem Kit 1,5 Stunden. Das Leukotrien C4 wird hier zu 100 % bestimmt und die
Leukotriene LTD,4 und LTE, jeweils zu 80%. Zu einer Crossreaktion kam es nur bei Leu-
kotrien A4 (>1%). Auf die Pentaenstrukturen wurde nicht weiter eingegangen. Der Mess-
bereich erstreckte sich von 0,04 ng/ml bis 2,00 ng/ml, wobei keine exakte Detektionsgrenze

angegeben wurde (Arbeitsvorschrift Neogen 2001).
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D.1.2.3.1 EIA von Cayman Chemical

Bei den Messungen der ersten Kits der Firma Cayman trat ein uns zunichst nicht erklidrbares
Phanomen auf. Wurden in diesen Kits Standardlosungen der Firma Sigma (Sigma-Standard)
mit bekannten Konzentrationen vermessen, differierten diese mit den Ergebnissen des Kit-
Standards um eine 10er Potenz. Da Verdiinnungsfehler ausgeschlossen werden konnten, setz-
ten wir uns mit der Firma Cayman in Verbindung. Sie begriindete dieses Phiinomen mit einer
Instabilitdat der Kit-Standardlosung. Allerdings wiesen auch unterschiedliche Chargen dhnli-
che bis gleiche Ergebnisse auf, was bei einer Instabilitidt so nicht der Fall wire. Zudem lagen
die durch den Kit errechneten Werte hoher als die tatsédchlich fiir den Sigma-Standard errech-
neten Werte; das Verhiltnis miisste sich bei einer Instabilitit somit genau umgekehrt ver-
halten. Nachdem wir neue Kits mit neuen Chargennummern erhalten hatten konnten wir keine
der oben genannten Abweichungen mehr feststellen. Da die neuen Chargen in anderen
Flaschchen geliefert wurden und die Volumina der Standardlosung um ein Vielfaches verin-
dert waren - in den alten Chargen wurden uns 250 pl geliefert, in den neuen 1000 pl — lag die
Vermutung nahe, dass der Fehler jeweils durch die unterschiedliche Abfiillmenge verursacht
worden sei. Nachdem das Volumen wie oben beschrieben um das 4-fache zugenommen hatte,
ist es wahrscheinlich, dass bei der ersten Charge mit einem Gesamtvolumen von 250 pl an-
stelle von urspriinglich 100 ul nur 25 pl fiir die Standardreihe hitten entnommen werden diir-
fen, was leider vom Hersteller in den Kits beigelegten Arbeitsanleitungen nicht vermerkt
wurde.

Damit Verwendung der neuen Kits keine Abweichungen mehr auftraten, konnten die Mes-
sungen fortgesetzt werden. Aufgrund der beschriebenen UnregelmifBigkeiten bei den Produk-
te der Firma Cayman entschieden wir uns die Messungen mit einem Kit der Firma Neogen

durchzufiihren.

D.1.2.3.2 ELISA von Neogen

Der ELISA-Kit der Firma Neogen bestimmt die drei Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE,4 in
einem Messvorgang. Er wurde als erstes auf seine Richtigkeit untersucht. Auch bei diesem
Kit kam es zu einer Abweichung zwischen dem eingesetzten Standard der Firma Sigma und
dem eigentlichen Kit-Standard. Der Ist-Wert lag erneut unterhalb des Soll-Wertes, wie schon
bei dem Kit der Firma Cayman. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Werten waren je-

doch wesentlich kleiner. Nach dieser Feststellung traten wir mit der Firma Neogen in Kontakt
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und fragten nach einer Erkldrung fiir diese Abweichung. Als Begriindung wurde uns - wie
bereits von der Firma Cayman - eine mogliche Instabilitit des mitgelieferten Standards ge-
nannt, die fiir die Firma aufgrund der Tatsache, dass die Leukotriene allgemein keine sehr
stabile Struktur aufweisen, offenbar die wahrscheinlichste Fehlerquelle darstellt. Bei weiteren
Kits, die uns neu zugesandt wurden, kam es zwar noch immer zu leichten Abweichungen,

diese waren jedoch vernachlédssigbar gering.

D.1.2.4 Vergleich der Methoden

Fiir den Vergleich der Methoden zur Leukotrienbestimmung wurden der ELISA-Kit der Fir-
ma Neogen, der EIA-Kit der Firma Cayman und die selbsterstelite HPLC-Methode herange-
zogen. Verglichen wurden die Parameter Nachweisgrenze, Selektivitidt und Spezifitit, Rich-
tigkeit, Arbeitsaufwand und Kosten.

Ein Vorteil des EIA-Kits war die gute Nachweisgrenze von 0,013 ng/ml, der ELISA-Kit
schnitt hier mit 0,04 ng/ml nur geringfiigig schlechter ab. Mit einem Wert von 20 ng/ml lie-
ferte die HPLC-Methode mit ihrer vergleichsweise geringen Empfindlichkeit kein zufrieden-
stellendes Ergebnis. Die erwarteten Leukotrien-Konzentrationen liegen im Plasma bei 0,53
ng/ml (Chavis et al. 1997) oder bei Nicht-Atopikern wie in den klinischen Untersuchungen
nachgewiesen bei etwa 0,40 ng/ml in PBL.
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Abb.54: Nachweisgrenzen [ng/ml] der EIA- und ELISA-Kits sowie der HPLC
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Beim Vergleich der Selektivitit und der Spezifitit schnitt die HPLC - mit dem UV-Detektor
- deutlich besser ab als die beiden anderen Methoden. Durch das automatische Aufzeichnen
des jeweiligen UV-Spektrums der Untersuchungssubstanz waren Peakiiberlagerungen und
damit enthaltene Unreinheiten schnell feststellbar. Bei der HPLC werden die Leukotriene
LTC,4, LTD4 und LTE, jeweils mit einem eigenen Peak dargestellt. Zur Uberlagerung mit wei-
teren Verbindungen wie dem LTB, oder dem Prostaglandin D, kommt es nicht, da diese an-
dere Retentionszeiten haben. Auch bei den Abbauprodukten 5-HETE, 12-HETE und 20-
HETE findet keine Uberlagerung der Signale statt, da diese Verbindungen ihr Absorptions-
maximum bei 236 nm und nicht wie die Leukotriene bei 285 nm zeigen.

Bei den beiden aufgefiihrten Kits werden die gesamten Cysteinyl-Leukotriene in einem Mess-
wert erfasst. Es ist daher nicht moglich, die einzelnen Leukotriene aufzutrennen. Die Derivate
von HETE-Verbindungen sowie das Prostaglandin D, werden in diesen Kits nicht erfasst. (Ar-

beitsvorschrift Cayman 2001 und Neogen 2001).

Bei Betrachtung der Richtigkeit wird aufgrund der oben genannten Probleme bei den Kits
eine Uberpriifung jeder neu erhaltenen Charge empfohlen bzw. es sollte immer ein externer
Standard bei den Messungen mitbestimmt werden. Obwohl es sich um kommerziell erhilt-
liche Kits handelt, kann es auch hier zu betrichtlichen Abweichungen kommen. Wird eine
solche Abweichung nicht bemerkt, sind unkorrekte Schlussfolgerungen durch fehlerhafte Er-
gebnisse nicht auszuschlieBen, was je nach Sachlage fatale Folgen haben kann. Kommt es auf
Grund der gemessenen Daten zu einer medikamentosen Therapie wird die erforderliche Do-

sierung nicht gefunden werden.

Der zeitliche Aufwand fiir die Durchfiihrung der Versuche konnte in Arbeitsaufwand (Auf-
reinigung, Pipetierschema) und Messaufwand unterteilt werden. Nachdem sowohl bei den
Kits als auch bei der HPLC eine Aufreinigung notwendig war, konnte sich hier keine Me-
thode als vorteilhaft gegeniiber der anderen erweisen. Durch die Erfordernis jede Probe ein-
zeln zu pipettieren wurde fiir die Kits je Probe mehr Zeit aufgewendet als bei der HPLC. Bei
dieser wurden die Proben nur in die einzelnen Glédschen pipettiert und in den Probenteller zur
Messung gestellt. Mochte man hier unterschiedliche Konzentrationen messen, so kann dies
iber verschiedene Injektionsvolumina geschehen. Die Probenkonzentration kann frei gewihlt
werden, ohne dass eine Verdiinnungsreihe hergestellt werden muss. Da auch das HPLC-
Programm von vorherigen Messungen iibernommen werden konnte, war die HPLC, was den

Arbeitsaufwand anbelangt, den anderen Methoden iiberlegen. Fiir den Vergleich der Mess-
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dauer der einzelnen Methoden musste beachtet werden, dass bei der HPLC die Konzentration
der einzelnen Leukotriene und bei den Kits die Gesamtkonzentration der Cysteinyl-
Leukotriene bestimmt wurde. Um die Messzeiten vergleichbar zu machen, gingen wir deshalb
von einer Verwendung von drei Kits aus, in denen die Konzentration eines der Leukotriene
LTC,4, LTD,4 oder LTE, ermittelt wird.

Der EIA-Kit hatte eine Inkubationszeit von insgesamt 19,0 h, beim ELISA betrug sie 1,5 h.
Beim EIA-Kit wurden in dieser Zeit 36 Proben in Doppelbestimmung quantifiziert, beim
ELISA waren es 40 Proben in Doppelbestimmung. Die Zeit fiir die Messvorbereitungen be-
trug bei beiden Kits 1,0 h. Fiir die HPLC betrug die Zeit fiir die Messvorbereitung etwa 0,5 h.
Die Messdauer pro Probe betrug 1,0 h, woraus fiir 36 Proben in der Doppelbestimmung eine
Messdauer von 72,0 h resultierte.

Ein Vergleich der Messdauer ergab unter genannten Umstidnden einen zeitlichen Vorteil fiir

die HPLC.
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Abb.55: Zeitaufwand und Arbeitszeit fiir die Messung von 36 Proben

Bei der HPLC kam es im Rahmen eines Messvorgangs zur sofortigen Bestimmung der ein-
zelnen Leukotriene. Bei den Immuno-Assays wurden die Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE,4

in einem Wert erfasst. Um sie einzeln zu bestimmen, miisste fiir jedes Leukotrien separat ein
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Kit verwendet werden, wodurch der Arbeitsaufwand fiir den EIA auf 60,0 h und fiir den ELI-

SA auf 7,5 h ansteigen wiirde.

Somit war der Arbeitsaufwand bei der HPLC-Messung am geringsten, die Messdauer jedoch

am liangsten. Der ELISA-Kit hatte die kiirzeste Gesamtmessdauer.

Wesentliche Einflussfaktoren bei einem Vergleich der Kosten fiir die Durchfiihrung der je-
weiligen Methode sind die Anzahl der Messungen sowie die geplante Auslastung der HPLC-
Anlage. So eignet sich eine HPLC im Bezug auf die Kosten nur, wenn weitere Versuche ge-
plant sind oder dieses Thema iiber einen ldngeren Zeitraum untersucht werden soll. Ist dies

nicht der Fall, sind die Kosten der HPLC wesentlich hoher als die fiir die jeweiligen Kits.

Dieser Methoden-Vergleich zeigt, dass im Bezug auf die Arbeitszeit wesentlich mehr Mes-
sungen mit der HPLC durchgefiihrt werden konnen als bei Verwendung der Kits. Je nachdem
was untersucht werden soll liefert die HPLC auch in Sachen Nachweisgrenze ausreichende
Daten. So konnte bei einem Stimulationsversuch mit A23187 genau bestimmt werden welche
Leukotriene gebildet werden: LTCy4, LTD4, oder LTE,.

Fiir unsere weiteren Versuche bei denen auch der basale Wert in PBL bestimmt werden soll,
musste mit einem Kit gearbeitet werden. Weder der Kostenvorteil (HPLC war bereits vorhan-
den) noch der geringere Zeitaufwand (Arbeitszeit) konnten den Nachteil der schlechteren

Nachweisgrenze aufwiegen.

D.1.3 Probenaufarbeitung

Ein wichtiger Arbeitsschritt bei der Versuchsdurchfiihrung fiir die Cysteinyl-Leukotrien-
messung war die Probenaufarbeitung bzw. -reinigung. Wird mit nicht gereinigtem Probenma-
terial gearbeitet enthélt das Probenmaterial zu viele verunreinigende Substanzen, die die nach-
folgende Messung storen. Ein Problem waren die grolen Substanzverluste wihrend der Pro-
benaufarbeitung, die es zu minimieren galt. Untersucht wurden vier in der Literatur hédufig
genannte Sep—Pak®—Methoden, um die vor der eigentlichen Leukotrienbestimmung notwendi-
ge Aufreinigung durchzufiihren (vgl. B.2.1.1.2).

Bei der HPLC-Methode musste der Aufreinigungsschritt vor der Messung durchgefiihrt wer-

den, da es sonst zu einer Uberladung der Sdule mit Matrixsubstanzen hitte kommen konnen
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und damit die Auswertbarkeit der Messergebnisse gefihrdet worden wire. Bei den verwende-
ten Kits bestand die gleiche Problematik.

Die Sep—Pak®—Methode Nr. 1 (vgl. B.2.1.1.2) war jene Aufarbeitungsmethode, die die Firma
Cayman fiir ihre EIA-Kit Messungen vorschreibt (Cayman 2001). Die Konditionierung er-
folgte mit Methanol und Wasser, den typischen Losungsmitteln fiir eine RP-C;g-Sédule. Im
Rahmen der Konditionierung wird das chromatographische Bett der HPLC-Séule gereinigt
und auf die Trennung vorbereitet.

Die Sep—Pak®—Methode Nr. 2, die untersucht wurde, unterscheidet sich von den anderen drei
Methoden darin, dass die Kartusche bei den Konditionierungsschritten zusitzlich mit einer
EDTA-Losung 0,1 % gespiilt wurde (Ibe und Cambell 1988). Die EDTA-L6sung sollte eine
erhohte Reinheit der Sdule gewihrleisten (Powell 1985).

Bei den Waschschritten treten die grofiten Differenzen beim Vergleich der einzelnen Metho-
den auf. Die Methoden Nr. 2 und Nr. 3 verzichteten ganz auf diese Schritte, um keine Ziel-
substanzen aus dem chromatographischen Bett der Kartusche herauszuwaschen und damit den
Verlust moglichst klein zu halten (Wheelan und Murphy 1997). Bei den Methoden Nr. 1 und
Nr. 4 hingegen wurde die Sdule mit einer polaren (5 % MEOH) als auch unpolaren (Hexan)
Fliissigkeit gewaschen, um den grofiten Teil der unterschiedlichen Begleitstoffe der auf die
Séule aufgetragenen Probe zu entfernen. Die polare Fliissigkeit verdringt andere polare Sub-
stanzen und die unpolare Fliissigkeit verdringt unpolare Substanzen, so dass nach dem
Waschgang im Idealfall nur noch Analysensubstanz auf der Sep-Pak®-Kartusche vorhanden
sein sollte. Im Hinblick auf die Auswertung der Ergebnisse galt es zu bedenken, dass der ge-
ringe Anteil an Methanol in der Waschfliissigkeit einen Teil der Leukotriene mit heraus spii-
len kann (Patella et al. 1995).

Als Elutionsmittel wurde Methanol, Ethanol oder eine Mischung aus Wasser und Ethanol
verwendet. Die Elutionsmittel unterschieden sich sowohl in ihrem Volumen als auch in ihrer
Polaritit. Es war zu beachten, dass mit einem groflen Volumen an Elutionsmittel zwar viel
Untersuchungssubstanz von der Sdule herunter gelost wurde, aber daraus eine ldngere Ein-
dampfzeit resultierte. Ein groBes Volumen kann somit den oxidativen Abbau der Unter-
suchungssubstanz begiinstigen. Deshalb wurde bei der Trockenphase in den Versuchen auf
zusitzliche Wirme bei der IR-Trocknung verzichtet, unter diesen Bedingungen kam es auch
zu keinem signifikanten Unterschied an nachweisbaren Leukotrien bei einen Elutionsvolumen
von 5 bzw. 10 ml MeOH.

Die Polaritit des Elutionsmittels muss deutlich grofer sein als die der zu untersuchenden Sub-

stanz, da sie sonst nicht von der Bindungsstelle auf der Sep—Pak®—Kartusche herausgelost
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werden. Auffallend war die signifikant verringerte Wiederfindung bei Verwendung des Elu-
tionsmittels Ethanol bei Methode Nr. 2, welche moglicherweise auf die vergleichsweise ge-
ringe Polaritdat von EtOH im Vergleich zu MeOH zuriickzufiihren sein konnte. Die vom ein-
gesetzten Alkohol abhingigen Polarititsunterschiede der Fliessmittel wurden durch Wasser-
zusatz bei Methode Nr. 1 ein wenig ausgeglichen. Somit war die gesamte Polaritidt bei den
Methoden Nr. 1, Nr. 3 und Nr. 4 sehr dhnlich, das erklirt die vergleichbaren Ergebnisse.

Ein weiterer Punkt, der sich auf die Wiederfindung auswirkt, war der Trocknungsverlust, wel-
cher vor allem beim Leukotrien LTC,4 auftrat. Hier konnte der grofite Substanzverlust beo-
bachtet werden, was auch die in der Literatur getroffenen Aussagen bestitigte. LTCy ist das
instabilste der drei Leukotriene und wird in LTD,4 bzw. LTE, umgewandelt, so dass bei Be-
trachtung des gesamten Cys-Leukotriengehaltes kein Substanzverlust feststellbar ist (Sa-
muelsson 1983 b).

Zum anderen wirkte sich das Volumen der Fliissigkeit, mit der das getrocknete Eluat in Lo-
sung gebracht wurde, auf die Wiederfindung aus. Hier musste im Rahmen der Probenaufar-
beitung ein optimales Volumen gefunden werden, um zum einen das getrocknete Eluat bei
Wiederaufnahme nicht zu stark zu verdiinnen und zum anderen zu gewihrleisten, dass die
eingesetzte Menge Losungsmittel das getrocknete Eluat vollstindig zu 16sen vermochte. Die
Versuche zeigten, dass mit steigender Menge an eingesetztem Losungsmittel, mit dem das ge-
trocknete Eluat in Losung gebracht wurde, eine bessere Wiederfindung einherging. Bei einem

Volumen von 450 ul konnte annéhert 100 % der Ausgangssubstanz gefunden werden.

Auf Grund der genannten Ergebnisse kamen wir zu dem Schluss, die Aufreinigung innerhalb
der klinischen Studie mit der Methode Nr. 1 durchzufiihren. (Konditionieren mit je 5 ml
MeOH und H,0O, waschen mit je 5 ml H,O und Hexan und mit 10 ml EtOH/H,O-Gemisch
Eluieren). Das getrocknete Eluat wurde anschlieend in 450 ul EIA-Puffer aufgenommen.
Diese Bedingungen erwiesen sich fiir uns als ideal. Es war festzustellen, dass sich die angeb-
lich sehr instabilen Leukotriene bei der IR-Trocknung stabiler als erwartet zeigten.

Weitere Moglichkeiten der Aufreinigung mit anderen Methoden, wie zum Beispiel mit Ionen-
austauscherharz, wurden nicht durchgefiihrt, da hier im Zusammenhang mit Leukotrienen nur

wenige Erfahrungen vorlagen (Cayman 2001).
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D.14 Einfluss auf den Leukotriengehalt

D.14.1 Einfluss der Stimulationsreagenzien und der Stimulationszeiten

In dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Stimulationsreagenzien gearbeitet: Dem Calcium-
Ionophor A23187, Anti-IgE und Melittin. Deren Auswirkungen auf die Leukotrienbildung
bzw. -freisetzung wurden untersucht. Die Reagenzien wurden so ausgesucht, dass unter-
schiedliche Mechanismen mit ihren jeweiligen Auswirkungen auf die Gesamtleukotrienbil-
dung beurteilt werden konnten. Diese Vorversuche waren notwendig, um Bedingungen fiir die
klinische Studie festzulegen und die Fragen der klinischen Studie beantworten zu konnen. Die
methodischen Versuche zur Leukotrienbildung bzw. —freisetzung wurden von uns unter zwei
Schwerpunkten durchgefiihrt. Zum einen wurde die Konzentration der Stimulationsreagenzien

variiert, zum anderen die Inkubationszeit.

D.14.1.1 Calcium-Ionophor

Seit Jahrzehnten werden in der Literatur fiir die Stimulation von Leukotrienen an PBL Versu-
che mit dem Calcium-Ionophor beschrieben (Clancy und Hugli 1983; Miadonna et al. 1995).
Bei den einzelnen Versuchsbeschreibungen wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen
(von 0,2 bis 30 uM) und Inkubationszeiten (von 4 bis 30 Minuten) gearbeitet (Ford-
Hutchinson et al. 1980; Ibe et al. 1997; Razin et al. 1982; Surette et al. 1994). Diese auffillig
groBBe Variationsbreite ldsst zwei Vermutungen zu: Die gewéhlten Bedingungen haben keinen
groBen Einfluss auf die Stimulation oder es existieren verschiedene optimale Stimulationsbe-
dingungen. Aus diesem Grund fiihrten wir zunichst Vorversuche mit den Konzentrationen
(0,2 — 3,0 uM) und den Inkubationszeiten (5,0 — 30 min) durch, um eine eventuelle Abhén-
gigkeit der Konzentration von diesen Parametern zu iiberpriifen. Wir wihlten als kiirzeste
Inkubationszeit eine Dauer von 5 Minuten, da frithestens nach dieser Zeitspanne reproduzier-
bar gearbeitet werden konnte.

Bei der Stimulation mit Calcium Ionophor bildete sich nach einer fiinfminiitigen Stimulation
ein Konzentration-Plateau ab 2,0 uM A23187, bei einer Stimulation von 15 Minuten hingegen
bildete sich ein Maximum bei einer Konzentration von 1,2 uM A23187. Damit zeigt sich so-

wohl eine Zeit- als auch Konzentrationsabhédngigkeit bei der Stimulation der Leukotriene. Mit



121

dem Ansteigen der Konzentration des Ionophors stieg die Konzentration des intrazelluldren
Calciums und daraus folgend auch die Bildung der Leukotriene an. Der Abfall der Kurve bei
20 Minuten kann durch eine zu hohe Ionophor-Konzentration erkliart werden, durch welche
der Calciumeinstrom gehemmt wird. Dieses Phdnomen wird bei Dedkova als der Ionophor-
Effekt bezeichnet (Dedkova 2000). Es ist anzunehmen, dass es bei der Inkubation von 5 Mi-
nuten und einer weiteren Erhohung der Calcium-lonophor-Konzentration nach dem oben ge-
nannten Plateau zu einem Abfall der Werte kommt. Das leicht exponentielle Ansteigen der
Kurve kann durch ein positives Feedback unterstiitzt werden (Goodwin 1985). Sowohl die
Umwandlung der membrangebundenen Phospholipide als auch die Leukotriene selbst kénnen
eine positive Riickkopplung auf die aufzunehmende Calcium-Konzentration ausiiben. Ein
weiterer Grund fiir den Abfall der Kurve bei 15 Minuten findet sich in der Instabilitit der
Leukotriene. Die groBe Reaktivitit, durch die konjugierte Doppelbindung der Leukotriene
erzeugt, konnte bei den weiteren Versuchen immer wieder beobachtet werden. Bei der Sti-
mulation mit dem Ionophor A23187 werden zum Beispiel sehr aktive Verbindungen wie das
Superoxid-Radikal gebildet, die sich unverziiglich an die Doppelbindungen der Leukotriene

anlagern konnen (Mansour und Agha 1999).

D.1.4.1.2 Calcium-Ionophor plus Arachidonsiure

Bei Stimulationsversuchen, in denen Arachidonsédure in unterschiedlichen Mengen zugesetzt
wurde, konnte ein interessanter Verlauf der Kurven beobachtet werden. Wihrend bei einer
Inkubationszeit von 5 Minuten eine Hemmung vorlag, konnten wir bei einer Inkubationszeit
von 20 Minuten eine Steigerung der Leukotrienproduktion feststellen. Die frithzeitige Hem-
mung bei fiinfminiitiger Inkubation wurde vermutlich durch unterschiedliche Faktoren be-
einflusst, die nicht nur von der Stimulationszeit abhéngig waren. So kann die Hemmung unter
anderem durch die Bildung des Eicosanoids 15-HETE verursacht werden, das sich nur bildet,
wenn der Reaktion Arachidonsdure zugesetzt wird (Laclos et al. 1984; Peters-Golden und
Shelly 1988). Das 15-HETE bildet sich linear mit der Zugabe der Arachidonsdure und hemmt
den gesamten 5-Lipoxygenase-Weg. Es iibt dabei nach Auffassung von Petrich jedoch nicht
die Funktion eines richtigen Enzymhemmers aus, sondern wirkt als Substratkonkurrent zu
dem ,,natiirlichen Substrat* Arachidonsidure um die 5-LIP (Petrich et al. 1995). Andererseits
wird das 15-HETE auch als endogener Lipoxydase-Hemmer bezeichnet (Ring und Dorsch
1985). Dieser Hemmeffekt wurde in unseren Versuchen dadurch bestitigt, dass die Messwerte

des Stimulationsversuches mit A23187 immer hoher ausfielen, als bei der Stimulation von
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A23187 zusammen mit Arachidonsédure. Es wird angenommen, dass sich die OH-Gruppe des
C;s—Atoms von 15-HETE an eine rezeptordhnliche Struktur der 5-LIP bindet (Petrich et al.
1995). Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die Verminderung des Leukotrien-Gehaltes ist
eine Blockade der Calciumkanile durch die Arachidonsiure selbst (Dekova et al. 2000).

In unserem Fall miissten die oben genannten Hemmeffekte bei der 20-miniitigen Inkubation
jedoch aufgehoben sein bzw. eine untergeordnete Rolle spielen. Es besteht die Eventualitit,
dass die natiirliche Arachidonsdure in Pools vorliegt, die innerhalb kurzer Zeit nach etwa fiinf
Minuten aufgebraucht werden (Johnson et al. 1999; Sandborg 1988). Anschliefend wird die
Arachidonsdure aus der Membran herausgelost und sofort iiber die 5-LIP oder die Cyclooxy-
genase weiter metabolisiert, so dass kein Uberschuss an AA vorliegt, aus der das blockierende
15-HETE gebildet werden kann (Fonteh und Chilton 1993). Zusitzlich konnte der Effekt der
positiven Riickkopplung nach einer langeren Inkubationszeit zum Tragen kommen. Letztge-
nannte Punkte wiren eine Erkldrung dafiir, dass das Maximum bei der Kombinationsstimula-
tion erst bei 10 Minuten auftrat und bei fiinf Minuten im Vergleich zur A23187-Stimulation
ein niedrigerer Wert erzielt wurde.

Bei der Stimulation mit A23187 und der Kombination aus AA und A23187 konnten wir Pa-
rallelen feststellen, die auf die Funktionsweise von A23187 zuriickzufiihren waren. Eine ein-
deutige Abhingigkeit der Versuche vom Faktor Zeit wurde sichtbar. Beide Stimulations-
versuche hatten jeweils zwei Maxima; das erste Maximum lag bei 7,5 Minuten (A23187)
bzw. bei 10 Minuten (A23187 + AA) und das zweite Maximum bei jeweils 20 Minuten. Das
Auftreten von zwei Maxima erklart die Vielzahl unterschiedlicher Zeitangaben (4 bis 30 Mi-
nuten) in der Literatur, bei denen gemessen wurde. Die Kurvenverlidufe sind durch die diffe-
rierenden Bildungsmengen der einzelnen Leukotriene bedingt. So wurde schon von Salari ein
LTC4s-Maximum bei 5 Minuten, ein LTDs-Maximum bei 20 Minuten und ein LTE4-Maxi-
mum bei 30 Minuten beschrieben. Das LTE4 kann unter anderem weiter in LTF4 metabolisie-
ren (Samhoun et al. 1989). In unseren Versuchen fielen die Maxima von LTD, und LTE, zeit-
lich zusammen (Salari et al. 1985/1987). Durch die Umwandlung von LTC, iiber LTDy in
LTE,; nahm wie erwartet die Konzentration von LTC,4 ab und die von LTE4 zu. LTF, wurde
nicht von den in dieser Arbeit verwendeten Messmethoden erfasst.

Der Kurvenverlauf wird nicht ausschlielich durch den Faktor Zeit beeinflusst, denn neben
der Zeit iiben auch weitere methodische Faktoren Einfluss auf die Messungen aus. So war bei
dem von uns verwendeten EIA-Kit zu beachten, dass aus methodischen Griinden nur 60 %

des Leukotriens LTE, bestimmt wurden.
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D.14.13  Anti-IgE

Bei der Anti-IgE-Stimulation stieg die Leukotrienkonzentration mit weiterer Zugabe von An-
ti-IgE stetig an. Durch die geringe Menge an gebildeten Leukotrienen wurde erst nach 30 Mi-
nuten ein signifikanter Anstieg in Bezug auf den Nullwert ohne Stimulation beobachtet. Die
Steigung kann durch eine ansteigende Anti-IgE-Konzentration erklédrt werden, die zu immer
mehr Andockstellen fiihrt und somit auch zu einer gro3eren Leukotrienausschiittung. Die sehr
geringen Werte lassen allerdings darauf schlieBen, dass die optimale Stimulationskon-
zentration bei den durchgefiihrten Versuchen nicht gefunden wurde. Die Anti-IgE Konzentra-
tion wurde unter anderem in Anlehnung an die Histaminversuche unsere Arbeitsgruppe ge-
wihlt, um einen spiteren Vergleich zu ermoglichen. Wie schon bei der Stimulation von
A23187 war auch bei der Stimulation mit Anti-IgE eine zeitliche Abhéngigkeit zu beobach-
ten. Im Vergleich zur fiinfminiitigen Stimulation konnte bei einer Inkubationszeit von 15 Mi-
nuten die doppelte Leukotrienmenge gefunden werden; diese war jedoch wesentlich geringer
als die gebildete Leukotrienmenge bei der Stimulation mit dem Calcium-Ionophor.

Bei der Stimulation mit Anti-IgE muss ein bestimmtes Verhiltnis von Zellzahl und zugege-
bener Konzentration des Anti-IgEs eingehalten werden, da sich zum Beispiel bei zu geringer
Zellkonzentration Anti-IgE-Aggregate bilden konnen und damit nur noch ein ungeniigendes
Signal fiir die nachfolgende Freisetzung ausgeldst werden kann (MacGlasham et al. 1983). Je
weniger Zellen im ReaktionsgefiB vorhanden sind, desto groBer ist der Uberschuss an Anti-
IgE. Dieses Phdnomen wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits in der Arbeit von Riderer be-
schrieben (Riderer 1996). Durch Stimulation mit Anti-IgE werden viele priaformierte Media-
toren (insbesondere Histamin) ausgeschiittet, die in Verbindung mit den Leukotrienen eine
allergische Reaktion auslosen (Ring 1995). Wenn nach der bereits etablierten Methode unse-
rer Arbeitsgruppe Histamin und Leukotriene gleichzeitig aus einer Probe bestimmen werden
sollen, muss darauf geachtet werden, dass bei der Anti-IgE-Stimulation unterschiedliche Kon-
zentrationen verwendet werden, da sonst keine messbaren Signale bei der Leukotrienbildung
zu erwarten sind. FEine weitere Moglichkeit der gleichzeitigen Histamin- und Leu-
kotrienbildung wire eine Stimulation mit dem Calcium Ionophor. Histamin wird theoretisch
durch eine fiinfminiitige Stimulation mit A23187 in gut messbaren Konzentrationen von PBL

ausgeschiittet (Conroy et al. 1976; Salari et al. 1985).
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D.14.14 Melittin

Eine Stimulationskonzentration von 70 uM Melittin erzeugte bei beiden Stimulationszeiten
(5 bzw. 15 Minuten) ein frithes Maximum. Die Leukotrienkonzentration erreichte nach der
fiinfzehnminiitigen Inkubationszeit eine hohere Konzentration als nach der fiinfminiitigen Sti-
mulation, fiel im Vergleich zur Ionophor-Stimulation jedoch wesentlich geringer aus. Ein
Grund fiir die geringe gebildete Menge konnte die vorwiegend durch Melittin stimulierte
LTB4-Produktion sein, die mit dem hier verwendeten EIA nicht erfasst wurde (Salari 1987).
Da die Funktionen des Melittins noch nicht alle bestimmt wurden, kann - da es sich um ein
cytotoxisches Molekiil handelt - angenommen werden, dass bei zu groen Konzentrationen
Zelltod eintritt und damit sdmtliche Leukotriene und weitere Stoffe nach einer bestimmten
Zeit nicht mehr gebildet werden konnen (Kourie und Shorthouse 2000). Melittin setzt zudem
die Bildung der Leukotriene in Gang, indem es eine ionenkanalartige Struktur bildet, wodurch
z.B. Calcium in die Zelle einstromen kann. Dies wurde in unseren Versuchen durch das

schmale Maximum dokumentiert.

D.14.1.5 Vergleich der Stimulationsreagenzien

Bei dem Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien konnte eine Zeit- und Kon-
zentrationsabhéngigkeit festgestellt werden. Bei der Stimulation mit Melittin und dem Cal-
cium-Ionophor konnte sowohl eine Abhingigkeit von der eingesetzten Konzentration als auch
von der Stimulationsdauer gezeigt werden. Eine Ursache fiir die Abhédngigkeit sowohl von der
Zeit als auch von der Konzentration liegt im Stimulationsmechanismus. Bei Einsatz des Cal-
cium-Ionophor und des Peptids Melittin wird das extrazelluldre Calcium iiber einen ,,Kanal*
in das Zellinnere transportiert, mit dem Unterschied das bei Einsatz des Peptids die Zellen
rasch zerstort werden und es nur frithzeitig zu einem Anstieg an Leukotrienen kommt. Mit
dem Anti-IgE wurde iiber eine Antigen-Antikorper-Reaktion die Stimulation der Leukotriene
ausgelost. Hierbei kommt es zu einer zeitlichen und konzentrationsbedingten Abhéngigkeit
der Leukotrienbildung. Das Anti-IgE hat in dem untersuchten Konzentrationsbereich keinen
groeren Einfluss auf die Bildung der Cysteinyl-Leukotriene. Dieser Konzentrationsbereich
wurde in unsere Arbeitsgruppe bereits fiir die Untersuchungen am Histamin verwendet. Bei
einer Stimulation mit A23187 wird eine 20fach hohere Konzentration an gebildeten bzw. frei-

gesetzten Leukotrienen als bei der Stimulation mit Anti-IgE und Melittin gemessen.
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Bei diesen Vorversuchen konnten gleichzeitig die Bedingungen fiir die folgenden klinischen
Untersuchungen, bei denen die Abhingigkeit der Leukotrienbildung von der atopischen Er-
krankung beobachtet werden soll, festgelegt werden. So verwendeten wir aufgrund der Ergeb-
nisse aus den Vorversuchen fiir die klinischen Untersuchungen eine Stimulation mit 1,2 uM
A23187 und eine Kombination aus 1,2 uM A23187 und 2,0 uM Arachidonsédure mit einer

Stimulationszeit von 5 bzw. 20 Minuten.

D.1.4.2 Einfluss der Zellzahl

Bei den in der Literatur beschriebenen Stimulationsversuchen fiir die Bildung der Leukotriene
wurde mit sehr unterschiedlichen Zellkonzentrationen gearbeitet. Die Arbeitsgruppen von
Abe und Surette setzten bei ihren Versuchen Zellkonzentrationen von bis zu 107 bzw.
10® Zellen/ml ein, die Arbeitsgruppe von Miadonna hingegen arbeitete mit wesentlich gerin-
geren Zellkonzentrationen wie z.B. 2 x 10° Zellen/ml (Abe et al. 1985; Miadonna 1995; Su-
rette et al. 1994).

Auf Grund dieser Vorgaben untersuchten wir die Auswirkung der variierenden Zellzahl auf
die Leukotrienbildung und zeigten, dass eine Erhohung der Zellzahl im Bereich von 5,0 x 10°,
bis 1,2 x 107 Zellen/ml sowohl einen Einfluss auf den basalen Leukotriengehalt als auch auf
die Leukotrienstimulierbarkeit hatte. Es muss daher beachtet werden, dass die Resultate dieser
Arbeit nur dann mit den Werten der Literatur verglichen werden konnen, wenn mit der glei-
chen Zellkonzentration gearbeitet wurde und die iibrigen Reaktionsbedingungen in den Ver-
suchen weitgehend iibereinstimmen. Eine Verdnderung der Zellkonzentration war in vielen
Versuchsreihen, zum Beispiel auch in fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bei der
Stimulation mit Anti-IgE (anti-IgE-Aggregation), ein ausschlaggebender Faktor (Goller 1998;
MacGlasham et al. 1983). Mochte man in einem Versuchsansatz sowohl Histamin als auch
Cysteinyl-Leukotriene bestimmen, um eine gegenseitige Beeinflussung zu untersuchen, so
miissen bei einem Vergleich mit den Daten vorheriger Messungen der Arbeitsgruppe auf alle
Fille die unterschiedlichen Zellzahlen beachtet werden. Fiir die klinische Untersuchung der
Cys-Leukotriene wurde mit einer Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml gearbeitet, da hiermit die

besten Ergebnisse erzielt wurden.
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D.1.4.3 Einfluss des Hank s Puffers

Ein weiterer Parameter, der sich neben der Zellzahl in den unterschiedlichen Literaturstellen
immer wieder unterscheidet, war die Zusammensetzung des Hank’s Puffers. Besonders auf
den Calcium-Gehalt musste geachtet werden, da dieser Auswirkungen auf die Zellstimulation
hat. Das Calcium ist sowohl fiir die Aktivierung des Enzyms Phospholipase A, als auch fiir
die Bindung von FLAP an die Lipoxygenase und damit fiir dessen Aktivierung der Arachi-
donsdure-Metabolisierung notwendig (Leff 2001).

Bei der Stimulation mit dem Calcium-lonophor war der Calcium-Gehalt des Puffers eine
wichtige GroBe, da das Ionophor ohne Calcium keinen Effekt erzielen kann. Die Tatsache,
dass in unseren Versuchen bei Verwendung eines Puffers ohne Calcium die kleinste Menge
an Leukotrienen gefunden wurde, bestitigte diese Abhédngigkeit. Aufgefallen ist, dass eine
kleine Menge an Leukotrienen ohne Ablauf einer Stimulation gemessen wurde. Leukotriene
miissten deshalb in Granula oder @hnlichem gespeichert und somit bereits in den Zellen vor-
handen gewesen sein. Diese Schlussfolgerung widerspricht indes dem Ergebnis der Unter-
suchungen, die von Peters-Golden und Dennis durchgefiihrt wurden (Dennis 1997; Peters-
Golden 1998). Diese Arbeitsgruppen haben in Versuchen bewiesen, dass Leukotriene nicht in
irgendeiner Form gespeichert vorliegen, sondern bei Bedarf sofort neu gebildet werden. Diese
Moglichkeit wird in der Literatur immer wieder kontrovers diskutiert. So wurde von der Ar-
beitsgruppe Jakschik (1985) die alleinige Stimulation der Zellen mit dem Calcium-Ionophor
postuliert, wiahrend die Arbeitsgruppe von Werz die Moglichkeit beschrieb, dass durch “Zell-
streB* die Aktivierung der 5-Lipoxygenase und damit die Bildung von Mediatoren ausgelost
wird (Werz et al. 2002).

Da bei der doppelten Menge an Calcium im Puffer geringe Mengen der Cysteinyl-Leukotri-
ene auftraten, liegt die Vermutung nahe, dass das Calcium-Ionophor bei einem Calciumiiber-
schuss andere Bindungsverhiltnisse eingehen konnte. Also nicht wie iiblich zwei lonophore
plus ein Calciumion, sondern gegebenenfalls auch ein Ionophor plus ein Calciumion. Durch
solch eine Blockierung des Ionophors kann kein weiteres Calciumion in den Intrazellular-
Raum der Zelle gelangen, um dort eine Reaktion auszulosen.

So muss bei Vergleichen von Ergebnissen unterschiedlicher Studien wiederum darauf geach-
tet werden, welcher Puffer bei den einzelnen Untersuchung verwendet wurde. Es wird durch
oben beschriebene Versuche gezeigt, dass ein Vergleich der gefundenen Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen, die mit anderen Vorgaben Untersuchungen durchgefiihrt haben, sehr schwie-

rig ist, da sich immer Arbeitsschritte bzw. -bedinungen unterscheiden.
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So wird auch héufig dem Puffer Vitamin C als Antioxidans zugesetzt, was im Falle einer Leu-
kotrienbestimmung durchaus Wirkung zeigt, da es sich bei den Leukotrienen um Verbindun-
gen mit einer Allyl-Struktur handelt und sie damit oxidativ instabil sind. In einigen Literatur-
angaben wurde TEMPO als Oxidationsschutz von Leukotrienen zugegeben, wobei sich diese
Zugabe nur bei der Messung von uLTE, etablieren konnte (Nicoll-Griffert et al. 1990; Rodger
et al. 1997). Ferner finden sich immer wieder Aussagen iiber Versuche, bei denen die Zugabe

dieses Antioxidans keinen Einfluss auf die Leukotrienbildung nahm (Kumlin et al. 1995).

D.2 Diskussion der Kklinischen Untersuchungen zur

Leukotrienbestimmung

Fiir die klinische Untersuchung hatten wir aus der Gruppe der Atopiker die Patienten mit sai-
sonaler allergischer Rhinokonjunktivitis ausgewihlt. Diese Patienten, die vor allem auf die
Pollen von Grésern und Bdumen allergisch reagierten, eigneten sich besonders gut fiir die
Untersuchungen, da es sich um eine jahreszeitlich abhingige Erkrankung handelt. Im Gegen-
satz zu den Sommermonaten sind die jeweiligen Probanden in den Wintermonaten
symptomfrei. In der pollenreichen Saison, die von Februar bis September dauern kann, zeig-
ten diese Patienten starke Symptome wie brennende Augen und laufende Nase, letzteres hiu-
fig mit Niesreiz. Meist schon kurz nach dem Ende des Pollenfluges klangen all diese Symp-
tome vollig ab, und die Patienten waren bis zum néchsten Allergenkontakt beschwerdefrei.
Einige der untersuchten Patienten wiesen zusitzlich zu ihrer Pollenallergie auch eine Uber-
empfindlichkeit gegen Hausstaubmilben und/oder Katzenhaare auf. Diese war aber stets
schwicher ausgeprigt als die Pollenallergie. Da beziiglich dieser beiden Allergene (Haus-
staub/Katze) keine Allergenkarenz der Probanden moglich war, wurde in den Versuchen in
der Gruppe der Atopiker zwischen Hausstaubmilben/Katzenhaar- und Pollenallergiker unter-
schieden. Bei keinem der Patienten aus der Gruppe der Atopiker war eine ganzjahrige, starke

Rhinokonjunktivitis festzustellen.

Im Gegensatz zu Patienten mit echtem allergischem Asthma bieten Patienten mit saisonaler

allergischer Rhinokonjunktivitis den Vorteil fiir klinische Untersuchungen, dass sie oft ohne
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Einnahme von Arzneimitteln auskommen. So konnte der Einfluss einer medikamentdsen The-
rapie auf unsere Untersuchungsergebnisse ausgeschlossen werden. Keiner der Probanden hat-
te in den letzten sieben Tagen vor einer Blutentnahme antiallergische Arzneimittel einge-
nommen. Der Einfluss von tageszeitlichen Schwankungen auf die Untersuchungsergebnisse
konnte durch einheitliche, morgendliche Blutentnahme ausgeschlossen werden. Ebenso wurde
auf eine annihernde einheitliche Verteilung des Geschlechtes in den Probandenkollektiven

geachtet (Haen et. al. 1996).

Die Definition der Atopiker erfolgte nach folgenden Kriterien: positive Eigen- und Familien-
anamnese, Nachweis von positiven Pricktest und RAST-Werten (Plasma). Die Definition der
Nicht-Atopiker erfolgte nach den gleichen Kriterien allerdings jeweils als negatives Ergebnis.
Die sorgfiltige Charakterisierung war notwendig, da eines dieser Kriterien alleine nicht als

zuverlissiges Indiz fiir eine vorliegende atopische Veranlagung ausreichen kann (Ring 1995).

D.2.1 Basaler Leukotriengehalt: Vergleich Atopiker und Kon-

trollen

Auf den Untersuchungen basierend kann die Behauptung aufgestellt werden, dass der Leu-

kotriengehalt bei den Atopikern einer jahreszeitlichen Abhidngigkeit unterliegt.

So ladsst sich bei den Atopikern zwischen dem symptomfreien Zeitraum im Winter und dem
symptomatischen Zeitraum im Sommer ein Unterschied im basalen Leukotriengehalt feststel-
len. Der Leukotriengehalt bei den Atopikern ist im symptomfreien Zeitraum geringer als im
symptomatischen. Auf Grund dieser Tatsache kann der basale Leukotriengehalt wihrend des
symptomreichen Zeitraums als Parameter fiir die atopische Erkrankung angewandt werden.
Beachtet man den Trend zwischen Pollen- und Hausstaub-Atopiker kann die oben genannte
Behauptung so eingegrenzt werden, dass der basale Leukotriengehalt nur ein Parameter fiir
Pollen-Atopiker ist. Der Unterschied zwischen diesen Atopikergruppen beruht darauf, dass
die Pollen-Atopikergruppe nur wihrend des symptomatischen Zeitraums im Sommer den fiir
diese Gruppe symptomauslosenden Allergenen ausgesetzt ist, wihrend bei den Hausstaub-
Atopikern eine ganzjahreszeitliche Belastung besteht. Somit kommt es auch zu einem signifi-
kanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen im Bezug auf den Leukotriengehalt im
symptomarmen Zeitraum. Es wére zu Erwarten gewesen, dass die Leukotrienkonzentration

der Hausstaub-Atopiker hoher als die der Kontrolle liegt und keine Abhingigkeit von der Jah-
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reszeit aufweist. Diese Erwartung wurde durch die gemessenen Daten nicht bestitigt. Deshalb
sollte dieser Tatbestand mit einem groferen Patientenkollektiv abgesichert werden, um die
Frage, ob ein Unterschied im Leukotriengehalt zwischen Pollen und Hausstaub-Atopikern

existiert, zu kldren.

Es stellt sich die Frage, ob dieser unterschiedliche Leukotriengehalt auf Grund einer atopi-
schen Erkrankung und/oder einer jahreszeitabhédngigen Stimulierbarkeit von Enzymen (Phos-
pholipase A; 5-Lipoxygenase) verursacht wird, die bei der Synthese der Leukotriene beteiligt
sind. Solch eine jahreszeitliche Abhingigkeit wurde bereits von Aurnhammer im Bezug auf
die Phosphodiesterase-Aktivitit (Isoenzym PDE 1V), die den cAMP-Gehalt beeinflusst, fest-
gestellt. Bereits Korchak und Abramson konnten einen Zusammenhang zwischen cAMP-
Gehalt und Leukotrienbildung zeigen. Danach wird durch einen erhohten cAMP-Gehalt die
Ca”*-abhingige Stimulation der Leukotrien-Bildung unterdriickt (Korchak und Abramson

1985).
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Abb.56: Einfluss von cAMP auf die Leukotrienbildung; Negativer Feedback (Korchak und Abramson
1985)
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Die von Aurnhammer nachgewiesene erhohte Phosphodiesterase-Aktivitdt hat zu Folge, dass
im symptomatischen Zeitraum ein verminderter cAMP-Gehalt vorliegt (Aurnhammer 1996).
Geht man davon aus das cAMP die Leukotrienproduktion hemmt (Korchak und Abramson
1985), bedeutet dies, dass es auf Grund der erhohten Phosphodiesterase-Aktivitit bei den Ato-
pikern wihrend der symptomatischen Zeit zu einem verminderten cAMP-Gehalt kommt und
damit zu einem erhohten Leukotriengehalt. Weiter kann man daraus folgern, dass wenn auf
Grund der Applikation eines B-Sympathomimetikums der cAMP-Gebhalt steigt (Raderer 1996)
es damit zu einer verminderten Produktion der stark bronchokonstriktorischen Cysteinyl-
Leukotriene kommt. Das hiefe, dass ein B-Sympathomimetikum eine entziindungshemmende
Wirkung auf Grund der verminderten Produktion von Leukotrienen (vor allem LTB,) auf-
weist. Bereits die Arbeitsgruppe Yang und Ho stellte solch eine Hemmung der Broncho-
konstriktion und der LTD4-Synthese nach Gabe des [,-Agonisten Salbutamol am Meer-
schwein fest (Yang et al 1999). Zu beachten ist, dass bei Probanden mit einer allergischen
Rhinokonjunktivitis im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen ein erniedrigter basaler
cAMP-Gehalt der peripheren Leukozyten und eine verringerte Sensitivitidt der intrazellulidren
cAMP-Bildung durch Isoprenalin vorliegt (Goller 1998). Diese Verdnderung im [,-
Adrenozeptor/cAMP-System durch die atopische Erkrankung miisste sich in einer verminder-
ten Hemmbarkeit der Leukotrienproduktion durch B-Sympathomimetika und in einer allge-
mein erhohten Leukotrienproduktion wiederspiegeln. Das wiirde bedeuten, dass es bei nicht
atopischen Asthmatikern bei Anwendung eines B-Sympatomimetikums zu einer gréBeren
Hemmung der Leukotrienproduktion und damit zu einer geringeren Menge an Leukotrienen
kommt. Um diese Theorie zu unterstiitzen miissten Untersuchungen im direkten Zusammen-
hang zwischen der cAMP-Stimulierung durch Isoprenalin und der Bildung von Leukotrienen

gemacht werden.

Die Frage inwieweit eine verdanderte Enzymaktivitit fiir diese Ergebnisse (jahreszeitliche Ab-
hiangigkeit; Einfluss auf die atopische Erkrankung) verantwortlich sind wird im folgenden Ka-
pitel untersucht. Lans und Melnik dokumentierten bereits eine Storung der
Arachidonsdurefreisetzung unabhédngig von der Jahreszeit. Sie zeigten, dass sich bei atopi-
schen Zellen weniger Zyklooxydaseprodukte, als bei nichtatopischen Zellen bildeten (Lans

und Rocklin 1989; Melnik und Plewig 1991).
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D.2.2 Stimulierter Leukotriengehalt: Unterschiede Atopiker

und Kontrollen

D.2.2.1 Phospholipase A,-Stimulierbarkeit

Auf Grund der gemessenen Daten kann festgehalten werden, dass die Phospholipase A,-
Stimulierbarkeit bei den Atopiker keiner Beeinflussung einer jahreszeitlich abhidngigen
Stimulierbarkeit unterliegt, die Kontrollgruppe hingegen schon. Wihrend des symptomati-

schen Zeitraumes zeigt sich die Beeinflussung durch die atopische Erkrankung.

Beim Vergleich der beiden Hauptgruppen (Kontrolle und Atopiker) zeigten sich Unterschiede
im stimulierten Leukotriengehalt (Stimulation mit A23187) wihrend des symptomreichen
Zeitraumes. Das bedeutet, dass die Phospholipase A, durch die atopische Erkrankung beein-
flusst wird. Diese Beeinflussung zeigt sich nur im symptomatischen Zeitraum. Zu diesem Er-
gebnis kommt man, wenn die Atopikergruppe als eine homogene Einheit angesehen wird, wie
bisher in den vorangegangen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich, dass eine Unterteilung in Pollen- und Hausstaub-Atopiker im Bezug auf
die Phospholipase A,-Stimulierbarkeit sinnvoll sein kann, da sich bei der Aufspaltung eine
tendenzielle Abhingigkeit des Enzyms in Bezug auf die Atopie (Pollenatopiker) bei einem
groferen Probandenkollektiv zeigen konnte. Diese Erkenntnis kann zum Beispiel bei der The-
rapie mit Glucocorticoiden von Interesse sein, wenn man beriicksichtigt, dass diese iiber das

Lipocortin die Phospholipase A, hemmen.

So kommt es bei den Pollen-Atopikern zu einer scheinbaren Erniedrigung der Leukotrien-
Werte. Dieser Trend zeigte sich sowohl bei der Messung mit einer Stimulationszeit von fiinf
als auch von 20 Minuten. Um diesen Verlauf niher zu untersuchen, sollten weitere Messun-
gen mit einem groferen Probandenkollektiv als bei den vorliegenden Messungen durchge-
fiihrt werden. Danach konnte die Behauptung, die Phospholipase A, sei abhéngig von der
atopischen Erkrankung, an Aussagekraft gewinnen. Bestitigt sich allerdings der Trend, sollten
auch die Untersuchungen der vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe nochmals durchge-
fiihrt werden, um auch dort eine selektivere Aussage in Bezug auf die Atopie treffen zu kon-

nen.

In dem vorliegenden kleinen Untersuchungskollektiv kommt es zu einer breiten Streuung der

einzelnen Werte innerhalb einer Gruppe. Wir fiithren dies auf mogliche weitere Einflussfakto-
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ren zuriick, welche auf die allgemeine allergische Reaktion zusitzlich einwirken und in den
einzelnen Versuchen nicht weiter beriicksichtigt wurden. So konnte zum Beispiel die Ernih-
rung oder der Faktor Rauchen bei den einzelnen Testpersonen eine Rolle spielen, diese Fakto-
ren sollten bei weiteren Untersuchungen mitberiicksichtigt werden. Weiterhin muss als Mog-
lichkeit in Betracht gezogen werden, dass zum Beispiel andere Enzyme, wie das Interleukin 3
(IL-3), die Phospholipase A, beeinflussen (Miura et al. 1997). Durch Zugabe von Interleukin
3 konnte man dessen Auswirkung auf die Phospholipase A, ohne groflen instrumentellen

Aufwand untersuchen.

D.2.2.2 Lipoxygenase-Stimulierbarkeit

Im Allgemeinen kann bei Stimulationsversuchen durch Zugabe von Arachidonsédure auf die
LIP-Stimulierbarkeit geschlossen werden (Werz et al. 2002; Zhang et al. 2002). So wurde
auch bei Chabannes nur dann ein Effekt auf die Leukotrienbildung bei den Allergikern erzielt,
wenn Arachidonsdure zugegeben wurde (Chabannes et al. 1991). Wie bei dem Enzym Phos-
pholipase =~ A, kann bei dem Enzym  5-Lipoxygenase eine  eindeutige
Stimulierbarkeitsbeeinflussung durch die atopische Erkrankung im symptomatischen Zeit-
raum gezeigt werden. In diesem Zeitraum zeigt sich sowohl bei der Betrachtung der beiden
Gruppen Kontrolle/Atopiker als auch bei der detaillierten Betrachtung der Atopiker (Pol-
len/Hausstaub) eine Abhéngigkeit von der Atopie. So kommt es zu einer signifikanten Verén-
derung des Leukotrien-Gehaltes bei den Atopikergruppen im Bezug auf die Kontrollgruppe in
der symptomreichen Zeit. Damit kann man die Enzymstimulierbarkeit der 5-Lipoxygenase
auch als Parameter in der symptomatischen Zeit fiir die Atopie heranziehen. Um dieses En-
zym als einen sensiblen Parameter heranzuziehen miisste noch untersucht werden, ob es sich
um einen reversiblen Vorgang handelt, also in dem symptomatischen Zeitraum jeweils ein
Anstieg der Stimulierbarkeit nachzuweisen ist und wihrend des symptomarmen Zeitraumes
die Stimulierbarkeit auf einen basalen Wert zuriickfillt. Dies gilt fiir das Enzym 5-LIP, das
eine jahreszeitliche Stimulierbarkeit, sowohl bei der Kontroll- als auch bei der Atopiker-
Gruppe aufweist. Die jahreszeitliche Veridnderung des Leukotrien-Gehaltes sollte bei der Ga-
be des 5-LIP-Hemmstoffs Zileuton im symptomatischen Zeitraum beriicksichtigt werden.
Zileuton ist zur Zeit nur in den USA fiir die Prophylaxe bzw. Therapie von chronischem

Asthma bronchiale unter dem Arzneimittelnamen Zylof® zugelassen. Fiir zukiinftige Arbeiten
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wiire interessant, welche Auswirkung die Gabe von Zylof® auf die jahreszeitlich unterschied-

liche Leukotrienbildung besitzt.

Es ist anzunehmen, dass die erhohte Lipoxygenase-Stimulierbarkeit nur einer von mehreren
Einflussfaktoren in der komplexen, verdnderten pharmakologischen Reaktivitit bzw. Immuni-
titslage bei atopischen Patienten ist. Die Bedeutung dieses Einflusses konnte jedoch groBer

sein als bislang vermutet.

Es kommt zu einer Verschiebung des Cox/LIP-Gleichgewichtes bei den Atopikern und damit
kann es zum Beispiel durch die Gabe von nichtsteroidalen Antirheumatika bei diesen Perso-
nen zu einer weiteren Verschiebung des Gleichgewichtes in Richtung des LIP-Weges kom-
men. Damit wird die Bedeutung eines dualen Inhibitors bzw. die von selektiven Inhibitoren
der Leukotriene verstérkt. Erste Ansédtze wurden bereits mit dem selektiven LT-Antagonisten
Montelukast (Singulair®) durchgefiihrt. Er ist bisher bei der Indikation des leichten bis mit-
telgradigen chronischen Asthma bronchiale zugelassen und wird als begleitende Therapie
eingesetzt, wenn mit inhalativen Glucocorticoiden kein ausreichender Effekt erzielt wird. Un-
ter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen konnte der Einsatz von Leukotrienantagonisten bei

Atopiker sinnvoller sein als bei nicht allergisch bedingtem Asthma bronchiale.

Es sind einige Untersuchungen in der Literatur aufgefiihrt, die sich mit dem Zusammenhang
Leukotriene und Asthma beschiftigen. Immer wieder kommt es dabei zu gegensitzlichen
Aussagen, bei genauer Betrachtung einiger Studien kann festgestellt werden, dass sie bei un-
terschiedlichen Rahmenbedingungen durchgefiihrt wurden. Damit kamen wir zu dem Schluss,
dass die Bedingungen der einzelnen Studien genauestens betrachtet werden miissen, bevor ein
Vergleich bzw. eine Schlussfolgerung daraus gezogen werden sollte. Es sollte immer mit be-
riicksichtigt werden, ob es sich um ein allergisches oder nicht allergisches Asthma bronchiale
handelt. So kann ein widerspriichliches Ergebnis der Studie wie bei den Arbeitsgruppen Kohi
und Hodges zustand gekommen sein (Hodges et al. 1988; Kohi et al. 1990). Leider wird auch
auf eine medikamentose Behandlung wihrend der Studien meistens nicht eingegangen. So
liegt die Vermutung nahe, dass Probanden wihrend eines akuten Asthmaanfalles medikamen-

tos behandelt werden, dieses aber leider in den Studien keine Beriicksichtigung findet.

Auf Grund unserer Versuchsergebnisse muss auch die Jahreszeit bei Leukotrienuntersuchun-

gen als wichtige Determinante in Bezug auf die Rahmenbedingungen angesehen werden.
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E  Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Bildung der Cysteinyl-Leukotriene bei Patienten

mit saisonaler allergischer Rhinokonjunktivitis. Untersucht wurden der basale Leu-

kotriengehalt und die stimulierbare Leukotrienkonzentration. Die Untersuchungen wurden
sowohl im symptomfreien Intervall (Winter), als auch im akuten Stadium der Erkrankung

(Sommer) durchgefiihrt, um eventuelle jahreszeitliche Unterschiede erfassen zu konnen. In

unserem Arbeitskreis wurde bereits das Vorliegen jahreszeitlicher Schwankungen im 8-

Adrenozeptor/cAMP-System (Bleise 1993) und der PDE-Gesamtaktivitdt bei Atopikern be-

wiesen (Aurnhammer 1998). Zudem iibt das Stadium der Erkrankung einen gewissen Einfluss

auf das Ausmal der spontanen Histaminfreisetzung aus (Réderer 1996).

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Methodik zur Leukotrienmessung etabliert und an die vor

Ort befindlichen analytischen Moglichkeiten angepasst.

1. Zur Bestimmung der Cysteinyl-Leukotriene wurde wie beschrieben die RP-HPLC als
Messmethode gewihlt. Der pH-Wert des FlieBmittels ist hierbei entscheidend fiir die re-
produzierbare Auftrennung der einzelnen Leukotriene. Die in unserem Labor etablierte
und nachfolgend validierte Methode ldsst sich folgendermallen beschreiben: Gradienten-
methode unter Verwendung von FlieBmittel I (EDTA 0,05 %, Eisessig 2,5 % und aqua
tridest. 97,45 %) und Methanol.

Verlauf der FlieBmittelzusammensetzung im Zuge der Gradientenbestimmung;:

t0-20 min = 60 % MeOH/40 % FM 1 ; t20,1-30 min = 70 % MeOH/30 %FM I; t30.1-50 min = 85 %
MeOH/15 % FM 1

Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines UV-Spektrophotometers bei 285 nm, als
analytische Trennsdule kam eine ODS-Hypersil C;g (Thermo Fisher Scientific) mit 250 x
4,6 mm Innendurchmesser und 3 um Partikelgroe zum Einsatz.

Elutionsreihenfolge der Cysteinyl-Leukotriene:

LTC4 34,8 £ 1,32 min; LTD4 37,3 = 1,8 min; LTE4 39,5 £ 2,06 min

Vor der Messung mittels HPLC war es erforderlich eine Aufreinigung der aus PBL ge-
wonnen Proben mit C18—Sep—Pak®—Einmalkartuschen (Waters) durchzufiihren.

2. Die Messung der Cysteinyl-Leukotriene kann mit einer Vielzahl von Messmethoden
durchgefiihrt werden. GC-MS, EIA, ELISA und HPLC finden in der Praxis am hiufigsten
Anwendung. Wichtige Entscheidungskriterien fiir die Auswahl der geeigneten Methode

im Hinblick auf die nachfolgende klinische Studie waren die Verfiigbarkeit einer HPLC-
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Anlage, die Nachweisgrenze, die Art der Bestimmung der Leukotriene (Einzelbestim-
mung oder Gesamtwert) und der erforderliche Materialaufwand.

Betrachtet man die mit der angewandten Methodik erzielbare Nachweisgrenze so liegt der
EIA-Kit mit 0,013 ng/ml vor dem ELISA-Kit mit 0,04 ng/ml, gefolgt von der HPLC mit
20 ng/ml. Der Vorteil der Bestimmung mittels HPLC liegt in der separaten Erfassbarkeit
der einzelnen Leukotriene (LTC,4, LTD4 und LTE,4) und der zusitzlichen Moglichkeit ei-
ner Reinheitspriifung der bestimmten Substanzen unter Zuhilfenahme des wiéhrend der
Messung erstellten UV-Spektrums. Bei Verwendung kommerzieller EIA- oder ELISA-
Kits kann nur der Summenwert der genannten Substanzen angegeben werden. Verwen-
dung fiir die klinischen Untersuchungen fand schlielich der EIA-Kit der Firma Cayman,
da er die beste Nachweisgrenze lieferte. Zur separaten Bestimmung der einzelnen Cys-
Leukotriene wurde eine HPLC-Methode entwickelt und validiert.

3. Die Bildung und Freisetzung der Cys-Leukotriene ldsst sich sowohl durch immunologi-
sche (Anti-IgE, Melittin) als auch nicht-immunologische Reagenzien (Calcium-Ionophor
A23187, Arachidonsdure) stimulieren. Werden Calcium-Ionophor und Arachidonsdure
kombiniert, bzw. wird Calcium-Ionophor isoliert zur Stimulation verwendet wird im An-
satz zwanzigmal so viel Cys-Leukotriene gebildet.

4. Im Rahmen der Versuche konnte eine zeitliche und konzentrationsbedingte Abhéngigkeit
der Leukotrienbildung vom jeweils verwendeten Reagens gezeigt werden. Eine Steige-
rung der Leukotrienproduktion im Versuch ist eng verkniipft mit einer Verlingerung der
Stimulationszeit, bzw. einer Erhohung der Konzentration des zugesetzten Stimulations-
reagenzes. Das gleiche Resultat wird iiber eine in der Ausgangssuspension erhohte Zell-
zahl erzielt. Die besten Stimulationsergebnisse wurden mit einer Calciumkonzentration

von 244,1 mg/l im verwendeten Puffer erhalten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden im Rahmen zweier aufeinander folgender Versuchsreihen
klinische Untersuchungen mit identischem Probandenkollektiv durchgefiihrt. Die Versuche
erfolgten zunédchst im symptomfreien und anschlieBend wéhrend des akuten Stadiums der
allergischen Rhinokonjunktivitis. Das Probandenkollektiv wurde in zwei Hauptgruppen unter-
teilt. Die erste Gruppe (Kontrollgruppe) zeigte in Bezug auf die angewandte Allergiediagnos-
tik keine Hinweise auf eine Atopie. Die zweite Gruppe (Atopiker) konnte in zwei Un-
tergruppen unterteilt werden. Eine Teilgruppe bestand lediglich aus Pollenallergikern, in der
anderen fanden sich auf Hausstaub, bzw. Katzenhaare sensibilisierte Patienten. Die klinische

Studie fiihrte zu folgenden Ergebnissen:
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Der basale Leukotriengehalt unterliegt nur bei den atopischen Patienten einer jahres-
zeitlichen Abhingigkeit. Wihrend des symptomatischen Zeitraums ist er erhoht, be-
trachtet man den symptomfreien Zeitraum besteht kein Unterschied zur Kontrollgrup-
pe. Bei der Kontrollgruppe wurde keine signifikante Differenz zwischen den beiden
Zeitraumen festgestellt.

Wiihrend der Allergiesaison kommt es bei Atopikern im Gegensatz zur Kontrollgruppe
zu einer gesteigerten Bildung von Cys-Leukotrienen. Dieser Effekt wird ausschlieBlich
durch die Subpopulation der Pollenallergiker verursacht.

Die Stimulierbarkeit der Phospholipase A, unterliegt, wie die Untersuchung der Kont-
rollgruppe zeigt einer jahreszeitlichen Beeinflussung. Wihrend des symptomatischen
Zeitraumes ist sie in dieser Population im Vergleich zum basalen Leukotriengehalt er-
hoht. Dieser Befund ldsst sich in der Gruppe der Atopiker nicht bestétigen, es zeigt
sich nur eine Abhingigkeit der Atopie wihrend der Allergiesaison.

Die Stimulierbarkeit der 5-Lipoxygenase ist in beiden Gruppen wihrend des sympto-
matischen Zeitraumes erhoht. Beide Gruppen zeigten grundsitzlich eine erhohte
Stimulierbarkeit der 5-Lipoxygenase, lediglich in der Subgruppe der Pollenallergiker

war diese reduziert.
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Tabellenanhang

Proband| ménnl/ | Alter Pricktest Rast (sx1)
weibl. | [J] Pollen Schimmel- Inhaltations- (kU]
pilze antigene
Al 30 %) %) H++ 1,87
A2 24 B++ %) Katz+ 33,40
A3 36 BG++ %) %) 46,90
A4 41 - - - 2,83
AS 24 BG+++ + H+ 18,50
A6 30 GBK+++ %) Katz+ H+ 23,50
A7 28 GBK+ %) H(+) 6,71
A8 33 GB++ %) %) 7,83
A9 24 G ++ %) %) 38,40
A 10 33 GKB++ %) %) 30,7
All 28 BK + (+) H+ 0,59

Tabb.17: Klinische Charakteristika der Patienten (Atopiker)

K: Kriuter; Katz: Katzenhaare (-schuppen); A: Atopiker; B: Biume; G: Griser; H: Haus-

staubmilben
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Proband| minnl- | Alter Pricktest RAST (sx1)
/weibl. | [J] Pollen Schimmel- Inhaltations- (kU]
pilze antigene
Ko 1 w 23 %) %) %) 0,79
Ko 2 m 39 %) %) %) 0,54
Ko 3 w 30 %) %) %) 0,49
Ko 4 w 30 () %) %) 0,53
Ko 5 w 30 %) %) %) 0,47
Ko 6 w 24 %) %) %) 0,60
Ko 7 w 25 %) %) %) 0,46
Ko 8 w 32 %) %) %) 0,46
Ko 9 m 36 %) %) %) 0,49

Tabb.18: Klinische Charakteristika der Kontrollpersonen (gesunde Probanden)

K: Kriuter; Katz: Katzenhaare (-schuppen); Ko: Kontrolle; B: Biume; G: Graser; H: Haus-

staubmilben
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